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Das scho¨nste Glu¨ck des denkenden Menschen ist,
das Erforschliche erforscht zu haben und das Unerforschliche zu verehren.
(Johann Wolfgang von Goethe)

Kurzzusammenfassung
N-Acetylaspartylglutamat (NAAG) ist eines der ho¨chst konzentrierten Neuropeptide im Nervensystem von
Sa¨ugetieren. Neben der postulierten Rolle als Agonist fu¨r den Typ II metabotropen Glutamatrezeptor 3. Zu-
sa¨tzlich dient es als Transportmittel fu¨r freies Glutamat und als molekulare Wasserpumpe. Der NAAG Meta-
bolismus ist bis jetzt nicht vollsta¨ndig aufgekla¨rt. Die NAA Synthase (Nat8l) katalysiert die N-Acetylierung
von Aspartat zu N-Acetylaspartat (NAA). NAAG wird in spezifischen Neuronen durch eine Synthetase in
einer Kondensationsreaktion aus NAA und Glutamat synthetisiert. NAAG wird aus den Synapsen durch
synaptische Vesikel freigesetzt. Die Aufnahme in die synaptischen Vesikel findet durch einen bisher unbe-
kannten Transporter statt. NAAG wird dann extrazellula¨r durch Glutamat Carboxypeptidase II (GCP-II)
hydrolysiert.
Es sind zwei NAAG-Synthetasen bekannt, die Synthetase I (NAAGS-I) und die Synthetase II (NAAGS-II).
In dieser Arbeit wurde die Funktion der NAAGS-II genauer untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
NAAGS-II neben NAAG ein weiteres, bisher noch nicht beschriebenes Peptid, das N-Acetylglutamylglutamat
(NAAG2) synthetisiert. NAAG2 konnte mit einer neu etablierten massenspektrometrischen Methode im
murinen Nervensystem nachgewiesen und quantifiziert werden. Die Menge an NAAG2 ist dabei um ein
zehn- bis zwanzigfaches niedriger als die Menge an NAAG. Es konnte außerdem gezeigt werden, dass in
den NAAGS-II defizienten Ma¨usen kein NAAG2 mehr vorhanden ist. In altersabha¨ngigen Studien konnte
nachgewiesen werden, dass sich die Expression der Synthetasen unterscheidet. Die NAAGS-I spielt eine
gro¨ßere Rolle im embryonalen und fru¨hen postnatalen Alter, wohingegen die NAAGS-II erst im Alter von
10 Tage alten Tieren an Bedeutung gewinnt. Dieses zeigt sich auch in den Konzentrationen der Peptide im
Vergleich von wt und NAAGS-II defizienten Tieren.
Patienten mit der SALLA Erkrankung, die durch eine Mutation im SLC17A5 Gen hervorgerufen wird,
zeigen erho¨hte Konzentrationen von NAAG im Liquor. Das Gen SLC17A5 kodiert Sialin, den lysosomalen
Transporter fu¨r N-Acetylneuraminsa¨ure (Sialinsa¨ure). Da gezeigt wurde, dass Sialin in synaptischen Vesi-
keln vorkommt, es den vesikula¨ren Transport von Aspartat und Glutamat katalysiert und in der SALLA
Erkrankung eine Erho¨hung an NAAG zu finden ist, stellte sich die Frage ob Sialin auch den vesikula¨ren
Transport von NAAG katalysieren ko¨nnte. Es wurde der Transport von NAAG in Mikrovesikel von wildtyp
und Sialin defizienten Ma¨usen untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass NAAG ATP-abha¨ngig nur
in wildtyp Vesikel transportiert wird. Es konnte außerdem mit einem Zelltransportversuch und Transport-
versuchen mit Sialin haltigen Proteoliposomen gezeigt werden, dass NAAG nur in Anwesenheit von Sialin
aufgenommen wird. Damit wurde gezeigt, dass Sialin ho¨chstwahrscheinlich der NAAG Transporter fu¨r die
Aufnahme in synaptische Vesikel ist.
In dieser Arbeit konnten wichtige Aspekte des postulierten trizellula¨ren Metabolismus von NAAG aufgekla¨rt
werden.
Abstract
N-acetylaspartylglutamate (NAAG) is an abundant neuropeptide in the mammalian brain, present in mi-
cromolar to millimolar concentrations. In addition to its role as a neuropeptide as agonist at group II me-
tabtropic glutamte receptor 3 a number of functions have been proposed. For example as a non-exitotoxic
transporter for glutamate or as a molecular waterpump in neurons. The NAAG metabolism is still not com-
pletely clarified. NAA synthase (Nat8l) catalyzes the N-acetylation of aspartate, forming N-acetylaspartate
(NAA). NAAG is synthesized in specific neurons by a synthetase catalyzing a condensation of NAA and
glutamate. Afterwards it is released from nerve terminals via synaptic vesicles. The uptake into synaptic
vesicles occurs by an unknown transporter. NAAG is then degraded extracellularly by glutamate car-
boxypeptidase II (GCP-II), liberating NAA and glutamate. Two different NAAG synthetases have been
identified before: The synthetase I (NAAGS-I) encoded by the ribosomal modification protein RimK-like
family member B (RimklB) and the synthetase II (NAAGS-II) encoded by RimklA.
This work shows, that NAAGS-II synthesizes NAAG and in addition the tripeptid N-acetylaspartylglutamyl-
glutamate (NAAG2), which is the first description of NAAG2 in the vertebrate nervous system. With a
new mass spectrometry method detection and quantification of NAAG2 in the murine nervous system
was possible. The concentration of NAAG2 is 10 - 20fold lower compared to the concentration of NAAG.
Experimental findings show that NAAG2 is not present in NAAGS-II deficient mice. In age-dependend
studies differences in the expression of NAAGS-I and NAAGS-II were detected. NAAGS-I has the highest
expression during the embryonic and early postnatal developement and NAAGS-II expression is higher in
older animals.
Patients with SALLA disease caused by a mutation in the SLC17A5 gene, have an abnormal biochemical
concentration of NAAG in the cerebrospinal fluid. The SLC17A5 gene encodes for sialin, the lysosomal
transporter of N-acetylneuraminic acid (sialic acid). As it has been shown that the sialic acid transporter
is present in synaptic vesicles, it catalyzes the vesicular transport of aspartate and glutamte and because
of the different levels of NAAG in SALLA disease, the question whether SLC17A5 is the above mentioned
transporter responsible for transport of NAAG into synaptic vesicles is adressed. The investigation of the
transport of NAAG into synaptic like microvesicles from wt and sialin deficient mice was carried out. Only
an ATP dependend uptake of NAAG by wt vesicles is detectable. The uptake of NAAG in cells expressing
sialin and in reconstituted proteoliposomes containing sialin could be observed. With these experiments it
can be indicated that sialin is most likely the synaptic vesicle transporter for NAAG.
Taken together this work clarifies different aspects of the postulated metabolism of NAAG.
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1.1 N-Acetylaspartylglutamat und der postulierte trizellula¨re
Metabolismus
N-Acetylaspartylglutamat (NAAG) ist eines der meist vertretenen Neuropeptide im menschlichen Gehirn.
Es kommt in millimolaren Konzentrationen im zentralen und peripheren Nervensystem von Sa¨ugetieren
vor. Die Entdeckung von NAAG fand in den 1960er Jahren statt. Es konnte zuerst in Gehirngewebe von
Kaninchen und Pferden1, als auch in Rinderhirn2 nachgewiesen werden. Das NAAG mo¨glicherweise als Neu-
rotransmitter fungiert, wurde zwischen 1985 und 2000 mehrere Male gezeigt3. Die Verteilung von NAAG im
Nervensystem wurde in verschiedenen Organismen untersucht. NAAG wurde dabei in Ratten4–6, Amphibi-
en7, Katzen8, Menschen9 und anderen Primaten10 nachgewiesen. Durch immunhistochemische Fa¨rbungen
mit spezifischen Antiko¨rpern konnte NAAG unter anderem in Ganglienzellen5, in Pyramidalzellen des
Neocortex, des basalen Vorderhirns und des Hippocampus und in Interneuronen der kortikalen Regionen
nachgewiesen werden6. Es wurde außerdem in GABAergen Interneuronen und in Neuronen gefunden, die
eine Vielzahl von Transmittern verwenden, wie Glutamat, Serotonin, Dopamin und Acetylcholin5,6. NAAG
konnte in synaptischen Vesikeln nachgewiesen werden11,12. Die Calcium-abha¨ngige Freisetzung von NAAG
konnte zuerst in Synaptosomen und in Neuronen auf Gewebeschnitten gezeigt werden13,14.
Der Metabolismus von NAAG verla¨uft trizellula¨r in Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten und ist
damit der einzig bekannte Metabolismus, der alle drei Zelltypen zur Vollendung braucht15 (siehe Abbil-
dung 1.2). Die Biosynthese von NAAG aus N-Acetylaspartat (NAA) und Glutamat (Glu) in einer ATP-
verbrauchenden Kondensationsreaktion (siehe Abbildung 1.1) durch die Wirkung eines Enzyms konnte
schon in den 1980ern von Cangro et al.4 gezeigt werden.
Abbildung 1.1: Kondensationsreaktion von NAA und Glutamat zu NAAG. NAAG wird durch
eine Kondensationsrekation von NAA und Glutamat (Glu) in einem ATP verbrauchenden Prozess gewonnen.
Das daran beteiligte Enzym ist die NAAG-Synthetase (NAAGS). (Anmerkung: Die Bezeichnung Synthetase,
wenn auch veraltet, wurde beibehalten, da dies die urspru¨ngliche Bezeichnung des Enzyms war.)
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NAA wird in Neuronen durch ein membrangebundenes Enzym, die L-Aspartat N-Acetyltransferase (Nat8L,
NAA Synthase) aus Acetyl-CoA und L-Aspartat synthetisiert16,17. Dass die Synthese von NAAG Ribosomen-
unabha¨ngig erfolgt, wurde durch Versuche mit Inhibitoren der ribosomalen Proteinsynthese besta¨tigt4,18.
Die Inhibitoren zeigten keinen negativen Einfluss auf die Synthese von NAAG, im Gegenteil, es wurde eine
Zunahme detektiert. Diese wurde darauf zuru¨ck gefu¨hrt, dass Glutamat durch die Inhibition der Proteinbio-
synthese in gro¨ßeren Mengen der Synthese von NAAG zur Verfu¨gung stand4. Das Enzym, welches damals
nicht weiter charakterisiert werden konnte, wurde als N-Acetylaspartylglutamat Synthetase (NAAGS) be-
zeichnet. Heute ist bekannt, dass zwei Synthetasen fu¨r die Produktion von NAAG zusta¨ndig sind. Durch die
Identifizierung zweier Gene, die zu anderen Peptidsynthetasen homolog sind, konnte die NAAGS-I und die
NAAGS-II als Dipeptidsynthetasen fu¨r NAAG durch verschiedene Untersuchungen besta¨tigt werden19–21.
NAAG wird an synaptischen Nervenendigungen, vermutlich aus synaptischen Vesikeln, in einem Calcium-
abha¨ngigen Prozess freigesetzt11,22. Der Transport in die synaptischen Vesikel ist bisher noch unbekannt und
wird wahrscheinlich durch einen bisher noch nicht identifizierten Transporter reguliert. NAAG kann durch
Glutamat-Carboxypeptidase II oder III (GCPII, GCPIII), membrangebundene Peptidasen, die hauptsa¨ch-
lich von Astrozyten und Neuronen exprimiert werden, zu Glutamat und NAA hydrolysiert werden (siehe
Review23–25). GCPII hat dabei die ho¨here Aktivita¨t und kontrolliert u¨berwiegend den Abbau von NAAG im
zentralen Nervensystem. Dieses konnte zum ersten Mal 1984 von Riveros und Orrego gezeigt werden26. Das
entstandene Glutamat wird von Neuronen und Astrozyten aufgenommen, das freigesetzte NAA kann durch
den Natrium-abha¨ngigen Dicarboxylat Transporter (NaDC3) in Gliazellen aufgenommen werden27. NAAG
kann nach Freisetzung aus den Neuronen an den Typ-II metabotropen Glutamatrezeptor 3 an Neuronen
und Astrozyten binden3,28. In Oligodendrozyten erfolgt die Deacetylierung von NAA zu L-Aspartat und
Acetat mit Hilfe der Aspartoacylase (ASPA)29,30 (siehe Abbildung 1.2). Das entstandene Acetat wird mo¨g-
licherweise fu¨r die Lipidsynthese in myelinisierenden Oligodendrozyten beno¨tigt31,32. NAA kann ebenfalls
von Astrozyten aufgenommen werden. Es konnte gezeigt werden, dass corticale Astrozyten in Zellkultur
die Mo¨glichkeit besitzen, NAAG in niedrigen Konzentrationen zu synthetisieren18. NAAG wird ebenfalls
von Gliazellen aufgenommen33, zum Beispiel u¨ber den Oligopeptidtransporter Pept234.
Abbildung 1.2: Postulierter Metabolismus von NAAG. NAA wird durch die NAA Synthase (Nat8L)
aus Acetyl-CoA und Aspartat synthetisiert. Aus NAA und Glutamat wird in einer ATP-abha¨ngigen Kon-
desationsreaktion NAAG durch die NAAG Synthetasen NAAGS-I und NAAGS-II produziert. NAAG wird
wahrscheinlich durch einen noch nicht identifizierten Transporter in synaptische Vesikel transportiert und von
dort Calcium-abha¨ngig freigesetzt. NAAG kann dann an die metabotropen Glutamatrezeptoren binden und
durch Glutamat-Carboxypeptidase II oder III (GCPII oder GCPIII) hydrolysiert werden. Das entstandene
NAA kann vom NaDC3 Transporter (Dicarboxylat Transporter) in Oligodendrozyten und Astrozyten trans-
portiert werden. In Oligodendrozyten wird NAA von der Aspartoacylase (ASPA) in Acetat und Aspartat




1.2 Die NAAG Synthetasen
Kleine Peptide ko¨nnen ribosomal u¨ber die Proteolyse von Proteinvorla¨ufermoleku¨len gebildet werden. Be-
kannt ist aber auch ein nichtribosomaler Weg u¨ber Peptidsynthetasen. Dies ist vor allem aus Bakterien und
Pilzen bekannt35, die Peptide mit antibiotischen oder cytostatischen Eigenschaften synthetisieren (Pepti-
dantibiotika). Diese Organismen verknu¨pfen direkt die Aminosa¨uren in einem ATP-abha¨ngigen Prozess,
in dem die Peptidbindung durch eine Kondensationsreaktion in einer katalytischen C-Doma¨ne gebildet
wird36.
In Sa¨ugern sind nur wenige Peptidsynthetasen bekannt. Am besten untersucht ist die Biosynthese und
Funktion von Glutathion. Die Enzyme dieser Synthese sind γ-Glutamylcystein-Synthetase und die Glutathi-
onsynthetase37. Der Mechanismus beruht dabei auf zwei aufeinander folgenden Kondensationsreaktionen,
in denen die Aminosa¨uren verknu¨pft werden. Andere nichtribosomal synthetisierte Dipeptide sind Carno-
sin (β-Alanin-L-Histidin), Kyotorphin (L-Tyrosin-L-Arginin) und N-Acetylaspartylglutamat (NAAG), die
im Nervensystem von Sa¨ugern nachgewiesen wurden. Alle hier aufgefu¨hrten Peptidsynthetasen haben die
Gemeinsamkeit, dass sie eine ATP-grasp-Doma¨ne besitzen, um ATP binden zu ko¨nnen38. Außerdem be-
sitzen alle bekannten Peptidsynthetasen hohe Sequenzu¨bereinstimmungen. Durch BLAST Suche konnten
im Sa¨ugergenom zwei neue Gene identifiziert werden, die homolog zu bekannten Dipeptidsynthetasen sind.
Die Gene RimklB und RimklA (rimK-like family member B and A). Es wurden hohe U¨bereinstimmun-
gen der Aminosa¨uresequenzen in allen Wirbeltieren gefunden19,20. RimklB (NAAGS-I) konnte von uns als
NAAG Synthetase identifiziert werden19, Collard et al. konnten außerdem zeigen, dass auch RimklA eine
NAAG Synthetase (NAAGS-II) ist und das RimklB neben NAAG hauptsa¨chlich β-Citrylglutamat (BCG)
synthetisiert21.
1.2.1 NAAGS-I
Die NAAGS-I, kodiert durch RimklB, konnte als NAAG- und BCG-Synthetase als cytosolisches Protein
identifiziert werden19,21. Es konnte außerdem gezeigt werden, dass es in Maus und Mensch zwei Varianten
der mRNA gibt, die sich im C-Terminus unterscheiden19. Die NAAG Synthetase I (NAAGS-I) produziert
neben dem NAAG auch ß-Citrylglutamat (BCG)21. Fu¨r BCG ist beschrieben, dass es vor allem im em-
bryonalen Stadium und im fru¨hen postnatalen Stadium vorkommt und danach abnimmt39. Ihm wird eine
protektive Rolle bei oxidativem Stress zugeschrieben, da es Eisen komplexiert und dadurch die Inhibition
von Eisen-abha¨ngiger Synthese Sauerstoffhaltiger Substanzen katalysiert40. Es gibt hohe Expressionsmen-
gen der NAAGS-I im gesamten zentralen Nervensystem, im adulten Tier findet man aber die ho¨chste
Expression im Hoden. Da im Hoden die Expression der Nat8L nicht detektiert werden kann20, la¨sst sich
dauraus ableiten, dass dort die Synthese von BCG entscheidend ist. Es konnten hohe Mengen an BCG im
Hoden nachgewiesen werden39, ein Vorkommen von NAAG wurde bisher nicht beschrieben. In der Leber
kann keine NAAGS-I gefunden werden. NAAGS-I wird im Nervensystem in Neuronen des Neocortex, des
Mittelhirns, in der grauen Substanz des Stammhirns und in Purkinje Zellen des Kleinhirns gefunden19. Diese
hohe Expression stimmt mit den hohen Konzentrationen von NAAG in diesen Hirnregionen u¨berein41. Die
Produktion von NAAG durch NAAGS-I konnte durch Massenspektometrie19 und einem Aktivita¨tsversuch
mit aufgereinigtem Protein aus E.coli nachgewiesen werden21. Hierbei wurde gezeigt, dass die Produktion
von BCG durch NAAGS-I um ein Vielfaches ho¨her ist als die Synthese von NAAG.
1.2.2 NAAGS-II
Die NAAGS-II, kodiert durch RimklA, konnte ebenfalls als NAAG Synthetase identifiziert werden. Im
Aktivita¨tsassay wurde gezeigt, dass auch sie BCG produziert, aber dass die Produktion von NAAG um
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das mindestens 75-fache ho¨her ist21. Im Gegensatz zur NAAGS-I, die großfla¨chig verteilt im gesamten
Gehirn gefunden wird, ist die Expression der NAAGS-II punktueller. Hohe Expressionsmengen findet man
im Ru¨ckenmark, im Stammhirn, in den tiefen Kernen des Kleinhirns und in Bereichen der Medulla und des
Mittelhirns, zum Beispiel in der “Substantia nigra”20. Die Verteilung der beiden Synthetasen unterscheidet
sich zum Teil betra¨chtlich20. Die NAAGS-II wird im Gegensatz zur NAAGS-I nur schwach im Neokortex
exprimiert. Wa¨hrend im Kleinhirn die NAAGS-I vor allem in Purkinje Zellen gefunden wird, befindet
sich die NAAGS-II in den tiefen Kernen. Das Expressionsmuster im zentralen Nervensystem stimmt mit
immunhistochemischen Untersuchung zur Verteilung von NAAG u¨berein32. Im Hoden wird im Gegensatz
zur NAAGS-I nur wenig NAAGS-II exprimiert. Fu¨r NAAGS-II wird postuliert, dass es die NAAG Menge in
bestimmten Bereichen des zentralen und peripheren Nervensystems absichern und gegebenfalls erho¨hen soll
ohne die BCG Synthese anzuregen20. Dieses ko¨nnte Effekte in verschiedenen Stoffwechselwege haben, zum
Beispiel im Krebszyklus oder in der Fettsa¨uresynthese20. NAAGS-II defiziente Ma¨use wurden am Institut
fu¨r Biochemie und Molekularbiologie, Universita¨t Bonn von Ivonne Becker generiert42.
1.3 Vera¨nderungen im NAAG-Spiegel in neurodegenerativen Er-
krankungen
In der Canavan Krankheit fu¨hrt das Fehlen der Aspartoacylase zu einer Akkumulation von NAA und
auch zum Teil von NAAG43,44. Erho¨hte NAA und NAAG Mengen konnten im Urin von Patienten und
auch im Liquor nachgwewiesen werden. In 32 von 48 Patienten mit Canavan Krankheit wurden erho¨hte
Mengen an NAAG gefunden44. Die Erho¨hung an NAAG im Urin und Liquor kann auf eine versta¨rkte
Abgabe von NAAG vom Gehirn zum Beispiel durch Degeneration von Neuronen zuru¨ckzufu¨hren sein44.
In einigen Leukodystrophien wurde bei Patienten eine Erho¨hung des NAAG Niveaus im Liquor gefunden.
In der Pelizaeus-Merzbacher Krankheit, bedingt durch einen Defekt im Proteolipid Protein (PLP) und der
Pelizaeus-Merzbacher a¨hnlichen Krankheit, bedingt durch eine Mutation im Connexin 47 Gen45, findet
man erho¨hte Konzentrationene an NAAG im Liquor. Die Erho¨hung an NAAG in der Pelizaeus-Merzbacher
Krankheit findet man fast ausschließlich in Patienten bei denen eine Duplikation des PLP1 Gens vorliegt46.
Ebenfalls erho¨hte Mengen an NAAG werden in der SALLA Erkrankung gefunden47. Diese Krankheit wird
durch eine Mutation im Sialin Gen SLC17A5 bewirkt. Alle vier Krankheiten zeigen als Pha¨notyp eine
starke Hypomyelinisierung. Ob die Pathogenese der Erkrankungen auch auf die erho¨hten NAAG Mengen
zuru¨ckzufu¨hren ist, konnte noch nicht gekla¨rt werden.
Reduzierte Mengen an NAAG konnten in verschiedenen Krankheiten gezeigt werden. In der amyotrophi-
schen lateralen Sklerose (ALS) gibt es verringerte Mengen an NAAG im Ru¨ckenmark48, dies wird aber
wahrscheinlich durch eine erho¨hte Aktivita¨t an GCPII bedingt, welches zur versta¨rkten Freisetzung von
excitotoxischen Glutamat und damit zum Zelltot von Motorneuronen fu¨hrt. Dieser Effekt kann durch die
Gabe von GCPII Inhibitoren reduziert werden und fu¨hrt zu einer Verbesserung der Symptome. Reduzierte
Mengen an NAAG werden auch in Alzheimer Patienten und in Patienten mit Chorea Huntington gefunden.
In der Alzheimer Erkrankung ko¨nnen sowohl reduzierte Mengen an NAAG und NAA, sowie eine verrin-
gerte Aktivita¨t an GCPII in der Amygdala, im Hippocampus, im Cortex und im Nucleus caudatus und
im Putamen nachgewiesen werden. Die sta¨rkste Reduzierung ist dabei in der Amygdala und im Putamen
messbar49. In Patienten mit Chorea Huntington wird eine Verminderung an NAAG in allen Hirnregio-
nen gefunden, besonders ausgepra¨gt im Nukleus caudatus, Putamen und temporalen Cortex49. Vermutlich
geht dieser Effekt aber einher mit neuronalen Verlusten in diesen Krankheiten49. Ein erniedrigter Gehalt an




1.4 Neuroprotektive Funktion von NAAG
Wie oben erwa¨hnt, gibt es verschiedene Krankheiten bei denen erniedrigte NAAG Mengen gefunden wer-
den, dies ko¨nnte ein Grund fu¨r der Pathogenese der Krankheiten sein. Hierfu¨r spricht, dass eine Erho¨hung
an NAAG bedingt durch die Hemmung von GCPII/III neuroprotektiv ist51–53. NAAG wird durch die
Peptidasen GCPII und GCPIII hydroylsiert25,54,55. Diese sind Zink-Metallopeptidasen und Enzyme der
Transferrin Familie. Die Sequenza¨hnlichkeit zwischen betra¨gt GCPII und GCPIII betra¨gt 70%. GCPII wird
fast ausschließlich in Gliazellen exprimiert, wa¨hrend GCPIII mehr in Neuronen exprimiert wird24,25. A¨ltere
Arbeiten zeigen aber auch eine Expression von GCPII in Neuronen56. In den meisten Untersuchungen zur
neuroprotektiven Rolle von NAAG werden Inhibitoren von GCPII und GCPIII verwendet. Dies fu¨hrt zu
einer Erho¨hung des NAAG Spiegels und zu einer verminderten Glutamat Freisetzung. Einer der meist ver-
wendeten Inhibitoren fu¨r beide Enzyme ist 2-(Phosphonomethyl)-Glutarsa¨ure (2-PMPA)25. NAAG werden
agonistische Eigenschaften fu¨r den pra¨synaptischen metabotropen Glutamatrezeptoren mGlu3
28,57 zuge-
schrieben. Aktivierte mGlu3-Rezeptoren reduzieren den cAMP-Spiegel durch ein inhibitorisches G-Protein
in Neuronen und Astrozyten, wodurch die Ausschu¨ttung von klassischen Neurotransmittern wie Glutamat
oder GABA gehemmt wird58. Dies kann die neuroprotektiven Eigenschaften von NAAG erkla¨ren. Es gibt
aber auch Arbeiten die zeigen, dass die Verunreinigung an Glutamat im kommerziell erha¨ltlichen NAAG
die Aktivierung erzeugt59,60. Die physiologischen Funktionen von NAAG sind bis heute nicht vollsta¨n-
dig gekla¨rt. Viele Untersuchungen beruhen auf den neuroprotektiven Eigenschaften des NAAG durch die
Aktivierung des mGlu3 Rezeptors. Eine direkte Erho¨hung des NAAG Spiegels oder indirekte Erho¨hung
durch Inhibition von GCPII fu¨hrt bei induzierter Neurotoxizita¨t zu einer Verbesserung. Als Beispiele seien
hier genannt: Die Erho¨hung an NAAG hat neuroprotektive Eigenschaften bei induzierter Neurotoxizita¨t in
Kleinhirn-Neuronen durch Hypoxia, Glutamat, NMDA oder Veratidrin51. Die Neuroprotektion von NAAG
konnte ebenfalls in Neuronen-Glia-Mischkulturen gezeigt werden, in denen durch KCN und Desoxyglucose
oxidativer Stress ausgelo¨st wurde52. In Schwann-Zellen-Spinalganglion-Mischkulturen konnte durch Ga-
be von 2-PMPA Neuroprotektion gegen hohe Glucosekonzentrationen gezeigt werden. Die Neuroprotektion
kann durch die Gabe eines mGlu3 Rezeptor Antagonisten aufgehoben werden, kann aber auch durch direkte
Gabe von NAAG ausgelo¨st werden53. Die positive Wirkung von NAAG auf verschiedene Krankheitssym-
ptome konnte verschiedene Male gezeigt werden. Die Verbesserung von Diabetes Symptome konnte schon
2002 von Zhang et al. gezeigt werden: Die Gabe von NAAG Peptidase Inhibitoren fu¨hrte bei Ratten mit
Typ I Diabetes zu reduzierten Symptomen bei Hyperalgesie und verbesserten Funktionen der Nerven61,62.
Die Inhibition von GCPII und GCPIII fu¨hrt in Tiermodellen zu einer Reduzierung von Schizophrenie Sym-
ptomen63,64. Im Phenycyclidin oder Dizocilpin Tiermodell wird der Fluss von Dopamin und Glutamat im
frontalen Cortex stimuliert. Dies geschieht durch die antagonistischen Eigenschaften der Substanzen an
NMDA Rezeptoren. Da NAAG die Neurotransmitter Abgabe reduziert, wurde die GCPII Inhibition in
diesen Tiermodellen getestet. Sa¨mtliche motorischen Symptome konnten reduziert werden.
1.5 Weitere Funktionen von NAAG
Es werden weitere Eigenschaften fu¨r NAAG beschrieben. Zum Einem wird NAAG die Mo¨glichkeit zuge-
schrieben, Glutamat in gebundener Form durch den Extrazellula¨rraum zu transferieren65. Dies wa¨re ein
Weg um die excitotoxischen Eigenschaften großer Mengen freien Glutamats zu umgehen. Zum Anderem
wird eine mo¨gliche weitere Rolle als molekulare Wasserpumpe postuliert66. Neuronen sind nicht selbsta¨ndig
befa¨higt Wasser durch die Plasmamembran zu transportieren, sie exprimieren keine Aquaporine (Wasser-
kana¨le) und formen keine “gap junctions” mit Gliazellen um Wasser zu transportieren66. Fu¨r den Transport
von Wasser in und aus Neuronen sind diese auf Cotransport von Wasser durch Wasser komplexierende
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Substrate angewiesen. Diese Substanzen, die befa¨higt sind Wasser entgegen dem osmotischen Druck durch
die Plasmamembran zu transportieren, werden “molekulare Wasserpumpen” genannt66. NAAG ist neben
NAA befa¨higt, gebundenes Wasser durch die Plasmamembran von Neuronen zu transportieren, dabei kom-
plexiert es 53 Wassermoleku¨le, NAA kann 32 Wassermoleku¨le binden. Im Extrazellularraum ko¨nnen bei
der Hydrolyse von NAAG zu NAA 21 Wassermoleku¨le freigesetzt werden. Diese ko¨nnen als freies Wasser
von den Aquaporinkana¨len (AQP4) in Astrozyten und vaskula¨ren Endothelzellen aufgenommen werden.
Da NAA zehnmal schneller synthetisiert und freigesetzt werden kann als NAAG67, wird ihm die gro¨ßere
Rolle als molekulare Wasserpumpe zugeschrieben66.
1.6 Ziel der Arbeit
In dieser Arbeit sollte der postulierte trizellula¨re Metabolismus von NAAG weiter untersucht werden.
Durch eine vollsta¨ndige Aufkla¨rung des Metabolismus ist es mo¨glich, genauere Aussagen zu den physiolo-
gischen Funktionen des Neuropeptids zu machen. Hierzu wurde ein Schwerpunkt auf die Untersuchungen
der NAAGS-II gelegt: Diese enthielten die Identifizierung eines weiteren Peptids das von der NAAGS-
II synthetisiert wird und die mo¨glichen Funktionen dieses Peptids. Es wurden quantitative Analyse von
NAA und NAAG im gesamten murinen Nervensystem, vor allen Dingen im Vergleich zwischen wildtyp
und NAAGS-II defizienten Tieren durchgefu¨hrt. Außerdem wurden mo¨gliche altersabha¨ngige Unterschie-
de in der Expression der NAAGS-I und NAAGS-II und die damit verbundene mo¨gliche Vera¨nderung des
NAAG Spiegels untersucht, sowie die Verteilung von NAA und NAAG und die Expression der Synthetasen
in Mausmodellen verschiedener Krankheiten, in denen eine Vera¨nderung des NAAG Niveaus in Patienten
beschrieben wurde (Canavan Krankheit, SALLA Erkrankung). Desweiteren wurde ein Kandidat als Trans-
porter fu¨r NAAG in synaptischen Vesikel untersucht. Hierfu¨r wurden Transportversuche mit Mikrovesikeln
aus Ma¨usen, sowie in vitro Transportversuche in Zellen etabliert. Außerdem wurde das zu untersuchende
Enzym in großen Mengen exprimiert, aufgereinigt und in Proteoliposomen rekonstituiert. Auch hiermit





• Agaroseelektrophoresekammern, BioRad (Hercules, CA, USA)
• Brutschrank Forma Scientific, Thermo Electron (Dreieich, Deutschland)
• Elektrophoresekammer Mini Protean 3 Gelkammer, BioRad (Hercules, CA, USA)
• Elisa Reader Tecan Multifunction Microplate Reader XFluor 4, Tecan (Ma¨nnedorf, Schweiz)
• Entwicklermaschine Agfa Curix C60, Agfa Health Care GmbH (Bonn, Deutschland)
• ESI-MS HCT ultra, Bruker Daltonics (Billerica, MA, USA)
• Heißluftinkubator Heraeus Instruments T 6120, Heraeus Holding GmbH (Hanau, Deutschland)
• Heizblock, Stuart Scientific (Newcastle, UK)
• Heizblock, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
• HPLC 1200 Series, Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA)
• HPLC Sa¨ule organic acid resin (250x4 mm), CS Chromatographie Service GmbH (Langerwehe,
Deutschland)
• HPLC Sa¨ule Nucleosil 120-5 C18 (250x4 mm) Machery Nagel (Du¨ren, Deutschland)
• Magnetru¨hrer Ikamag RET, Ika-Werke (Staufen, Deutschland)
• Mini-Protean II Multiscreen Apparatus, BioRad (Hercules, CA, USA)
• Mikroskope
– Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert 100M, Axiocam HRm, Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutsch-
land)
– Lichtmikroskop Zeiss Telaval 31, Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland)
– Lichtmikroskop Zeiss, Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland)
• PCR-Gera¨t T3 Thermocycler, Biometra (Go¨ttingen, Deutschland)
• pH-Meter 646 Digital, Knick (Berlin, Deutschland)
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• Schu¨ttelinkubator, New Brunswick Scientific (Edison, New Jersey, USA)
• Speed Vac SC100, Savant AG (Basel, Schweiz)
• Spektralphotometer DU640, Beckmann (Mu¨nchen, Deutschland)
• Spektralphotometer Biophotometer, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
• Sterilbank Lean Air Technik (JA Woerden, Niederlande)
• Ultraschallwasserbad Bransonic (Branson, Danbury, USA)
• Ultraschallstab UP50H, Dr. Hielscher Ultrasonics GmbH (Teltow, Deutschland)
• Ultraturax T25 Janke & Kunkel IKA-Labortechnik (Staufen, Deutschland)
• UV-Handlampe Konrad Benda Laborgera¨te und UV-Strahler (Wiesloch, Deutschland)
• UV-Transilluminator Gel Doc 2000, BioRad (Hercules, CA, USA)
• Vortexer Unimag Zx3 Classic, UniEquip (Martinsried, Deutschland)
• Waagen
– Analysenwaage CP 124S-OCE, Sartorius (Go¨ttingen, Deutschland)
– PC 4400, Mettler (Giessen, Schweiz)
• Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q plus, Millipore (Billerica, MA, USA)
• Wasserbad 1083, GFL (Burgwedel, Deutschland)
• Semi-dry Western-Blot Transblot SD cell, BioRad (Hercules, CA, USA)
• Zentrifugen
– Zentrifuge 5810R, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
– Tischzentrifuge 5415 D, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
– Tischzentrifuge 5417 R, Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
– Tischzentrifuge Heraeus Pico17, Thermo Scientific (St.Leon-Roth, Deutschland)
– Ultrazentrifuge OptimaTM L-80 XP, Beckmann Coulter (Krefeld, Deutschland)
• Za¨hlkammer fu¨r eukaryote Zellen (Neubauer), Brand GmbH & Co KG (Wertheim, Deutschland)
2.2 Verbrauchsmaterialien
Die Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Sarstedt AG & Co. (Nu¨mbrecht, Deutschland), Greiner
bio-one (Frickenhausen, Deutschland) und BD (Beckton Dickinson, CA, USA) bezogen. Materialen fu¨r die
Western-Blot Analyse kamen von der Firma Schleicher & Schu¨ll (Dassel, Deutschland).




Alle verwendeten Verbrauchschemikalien wurden von den Firmen Fluka Chemikalien Sigma-Aldrich (Mu¨n-
chen, Deutschland), Merck KgaA (Darmstadt, Deutschland), Bio-Rad (Hercules, CA, USA), Roche-Applied-
Science (Mannheim, Deutschland), und Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.
2.3.1 Reagenzien fu¨r Klonierungen
• Restriktionsendonukleasen, Thermo Scientific (St.Leon-Roth, Deutschland)
• T4-DNA-Ligase & Puffer, Thermo Scientific (St.Leon-Roth, Deutschland)
• Klenow-Fragment & Puffer, Thermo Scientific (St.Leon-Roth, Deutschland)
• Red Taq ReadyMixTM, PCR Reaktionsmix, Sigma Aldrich (Mu¨nchen, Deutschland)
• Phusion Taq Polymerase, Finnzymes (Espoo, Finnland)
• Phusion Taq Polymerase, Thermo Scientific (St.Leon-Roth, Deutschland)
2.3.2 Reagenzien fu¨r Standards
• N-Acetyl-L-asparaginsa¨ure (NAA), Fluka Chemikalien, Lot: 442784/1 (Mu¨nchen, Deutschland)
• N-Acetyl-L-glutaminsa¨ure (NAG), Fluka Chemikalien, Lot: 339555/1 (Mu¨nchen, Deutschland)
• N-Acetylaspartylglutamat (NAAG), Sigma-Aldrich (Mu¨nchen, Deutschland)
• N-Acetylaspartylglutamylglutamat (NAAG2), PANATecs GmbH (Tu¨bingen, Deutschland)
2.3.3 Enzyme und besondere Reagenzien
• Rekombinante, Hexahistidine-getaggte Glutaminsa¨ure-Carboxypeptidase II (GCP-II), R+D Systems
(Minneapolis, MN, USA)
• Carboxypeptidase Y, Roche (Mannheim, Deutschland)
• 2-PMPA, Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA)
• Desoxyglucose, Sigma-Aldrich (Mu¨nchen, Deutschland)
2.3.4 radioaktive Substanzen
• [14C]-L-Asparat (215 mCi/mmol), Hartmann Analytic (Braunschweig, Deutschland)
• [14C]-L-Glutamat (260 mCi/mmol), Perkin Elmer
• [14C]-N-Acetylaspartylglutamat, [1-14C]-Ac-Asp-Glu-OH (2,8 mCi/mmol), Hartmann Analytic (Braun-
schweig, Germany)
• [14C]-N-Acetylaspartylglutamylglutamat,[1-14C]-Ac-Asp-Glu-Glu-OH (4,2 mCi/mmol), Hartmann Ana-
lytic (Braunschweig, Germany)
• [14C]-Essigsa¨ureanhydrid (55mCi/mmol), Hartmann Analytic (Braunschweig, Germany)
• [3H]-Sialinsa¨ure (N-Acetyl-Neuraminsa¨ure), Hartmann Analytic (Braunschweig, Germany)
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2.3.5 Standards fu¨r quantitative Massenspektrometrie
• [1,2,3,4-13C]- N-Acetylaspartat, Sigma-Aldrich (Mu¨nchen, Deutschland)
• [13C]-NAAG and [13C]-NAAG2, markiert am Aspartat, PANATecs GmbH (Tu¨bingen, Deutschland)
2.3.6 Reagenziensa¨tze
• BioRad DC Protein Assay, BioRAD (Hercules, CA, USA)
• ECL, Thermo Scientific (St.Leon-Roth, Deutschland)
• QIAQuick Gel Extraktion, Qiagen (Hilden, Deutschland)
• QIAQuick PCR Purification, Qiagen (Hilden, Deutschland)
• QIA-Plasmid Mini Kit, Qiagen (Hilden, Deutschland)
• QIA-Plasmid Midi Kit, Qiagen (Hilden, Deutschland)
• Quiagen RNA-clean-up Mini-Kit, Qiagen (Hilden, Deutschland)
• Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit, Sigma-Aldrich (Mu¨nchen, Deutschland)
2.4 Antiko¨rper
2.4.1 Prima¨rantiko¨rper
• Anti-Flag-M2 (mouse), Sigma Aldrich (Mu¨nchen, Deutschland), Verdu¨nnung: 1:5000 (Western Blot),
1:500 (Immunofluoreszenz)
• IgG Agarose Beads (mouse), Sigma Aldrich (Mu¨nchen, Deutschland) (Immunpra¨zipitation)
• Anti-GFP, polyklonal (rabbit), Abcam (Cambridge, MA, USA) Verdu¨nnung: 1:5000 (Western Blot)
• Anti-Synaptophysin (mouse), Merck/Millipore (Darmstadt, Germany) Verdu¨nnung: 1:2000 (Western
Blot)
• Anti-Na+/K+-ATPase (mouse), Developmental Studies Hybridoma Bank (University of Iowa) Ver-
du¨nnung: 1:1000 (Western Blot)
• Anti-LampII (rabbit), Developmental Studies Hybridoma Bank (University of Iowa) Verdu¨nnung:
1:100 (Western Blot)
• Anti-EEA1 N19 (early endosome marker) (donkey), Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA) Verdu¨nnung:
1:1000 (Western Blot)
• Anti-Neurofilament hc (chicken), Millipore (Darmstadt, Germany), Verdu¨nnung: 1:100 (Immunofluo-
reszenz)





• Peroxidase-conjugated goat anti-mouse, Dianova (Hamburg, Deut schland), Verdu¨nnung: 1:5000 (Wes-
tern Blot)
• Peroxidase-conjugated goat anti-rabbit, Dianova (Hamburg, Deutschland), Verdu¨nnung: 1:5000 (Wes-
tern Blot)
• Peroxidase-conjugated goat anti-guinea pig, Dianova (Hamburg, Deutschland), Verdu¨nnung: 1:5000
(Western Blot)
• HRP-conjugated donkey anti-goat, Millipore (Darmstadt, Germany), Verdu¨nnung 1:5000 (western
Blot)
• Alexa Fluor 546 goat anti-mouse, Invitrogen (San Diego, CA, USA), Verdu¨nnung 1:400 (Immunofluo-
reszenz)
• Alexa Fluor 488 goat anti-mouse, Invitrogen (San Diego, CA, USA), Verdu¨nnung 1:400 (Immunofluo-
reszenz)
• Alexa Fluor 546 goat anti-chicken, Invitrogen (San Diego, CA, USA), Verdu¨nnung 1:400 (Immunofluo-
reszenz)
• Cy3 goat anti rabbit, Abcam (Cambridge, MA, USA), Verdu¨nnung 1:400 (Immunofluoreszenz)
2.5 Verwendete Mauslinien
• C57BL/6J, Charles River Germany (Sulzfeld, Germany)
• Sialin defiziente Ma¨use (Slc17a5tm1Lex/Mmnc), Mutant Mouse Regional Ressource Centers (MMRRC;
http://www.mmrrc.org/)
• NAAGS-II defiziente Ma¨use, generiert von Ivonne Becker42, Ru¨ckkreuzung auf C57BL/6J
• ASPA defiziente Ma¨use (C57BL/6J-Aspanur7/J), The Jackson Laboratory (Sacramento, CA, USA)
• NAA Synthase defiziente Ma¨use, generiert im Institut fu¨r Biochemie und Molekularbiologie
2.6 Verwendete Zelllinien
• CHO-K1 (chinese hamster ovary)
• HEK 293 (human embryonic kidney)
• HEKT 293 (human embryonic kidney) und “SV40 large T-Antigen”
• Sf9 (Spodoptera frugiperda)




• E.coli XL1 blue: chromosomalerE.coli Genotyp recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1,
lac [F´ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]
• E.coli BL21: chromosomaler Genotyp ompT, hsdSB(rB-rB-), dcm, gal [λDE3]
• E.coli DK8: ATPase defizienter Stamm
2.8 Primer
Aufgefu¨hrt werden die Primer, die fu¨r Klonierungen von neuen Plasmiden verwendet wurden.
Tabelle 2.1: Primer fu¨r Klonierungen














Aufgefu¨hrt werden die Plasmide, die nicht neu kloniert wurden:
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2.10 Medien, Puffer und Lo¨sungen
Alle Puffer und Lo¨sungen werden, wenn nicht anders beschrieben, mit tridestillierten Wasser (Millipore-
Wasser) angesetzt. (Aufreinigung nach Millipore: Entfernung von mindestens: 99% aller anorganischen
Salze, 99% aller gelo¨sten organischen Verbindungen, 99% aller Partikel, 99% aller Mikroorganismen)
2.10.1 Standardlo¨sungen und Puffer








Sammelgelpuffer 500 mM Tris-HCl
pH = 6,8
Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCl
pH = 8,8
4x Probenpuffer (La¨mmli) 8% SDS
40% Glycerol
240 mM Tris-HCl pH = 6,8
4% β -Mercaptoethanol











Milchpuffer 5% Milchpulver in TBS/T
Ponceau-S-Lo¨sung 0,2% Ponceau-S
3%Trichloressigsa¨ure
50x TAE-Puffer 2,5 M Tris-HCl
250 mM EDTA
1 M Natriumacetat
pH = 8.0 (Eisessig)























Spezielle Puffer fu¨r bestimmte Versuche werden mit ihrer Zusammensetzung im Methodenteil aufgefu¨hrt.
2.10.3 Lysepuffer fu¨r Zellen





2.10.4 Lo¨sungen fu¨r Immunofluoreszenz
Waschpuffer 1x PBS
Fixierlo¨sung 4% Paraformaldehyd
lo¨sen in 1x PBS bei 75 C
pH = 7,4 (NaOH)
Permeabilisierungspuffer 0,3% TritonX-100 in 1x PBS
Blockpuffer 1% BSA in 1x PBS
2.10.5 Puffer fu¨r Analytik
Homogenisierungspuffer 90% Methanol
10% Wasser (HPLC-Qualita¨t)




2.10.6 Standardmedien fu¨r die Zellkultur






















serumfreies Medium fu¨r Transfektion Optimem (Gibco, Invitrogen)
1% L-Glutamin
Insektenzellmedium (Gibco, Invitrogen)
HighV Express Medium (Gibco, Invitrogen)





Die Kultivierung adha¨renter Sa¨ugerzellen erfolgt in einer wasserdampfgesa¨ttigten Atmospha¨re bei 37◦C
und 5% CO2. Insektenzellen werden bei 27 - 28
◦C und 5% CO2 ohne Wasserdampf kultiviert. Alle Arbei-
ten mit Kulturzellen werden unter sterilen Bedingungen durchgefu¨hrt und es werden ausschließlich sterile
Verbrauchsmaterialen verwendet. Alle Puffer, Medien und Lo¨sungen werden vor Gebrauch auf die entspre-
chende Temperatur erwa¨rmt.
3.1.1 Auftauen und Einfrieren von Kulturzellen
Um Zelllinien in Kultur zu nehmen, werden die Zellen aus dem N2-Tank aufgetaut, in 37
◦C warmes Medium
u¨berfu¨hrt und fu¨r fu¨nf Minuten bei 200 x g zentrifugiert. Der U¨berstand wird verworfen und das Pellet
wird in warmem Wachstumsmedium resuspendiert und in einer Kulturflasche oder Schale ausplattiert.
Zum Einfrieren von Zellen werden diese mit 1-2 ml Trypsin behandelt, um sie vom Flaschenboden zu lo¨sen,
in frischem Wachstumsmedium aufgenommen und anschließend fu¨r 5 Minuten bei 1000 g zentrifugiert. Das
Pellet wird anschließend im Einfriermedium resuspendiert. Die Zellen werden bei -80◦C eingefroren und
anschließend in flu¨ssigem Stickstoff gelagert.
3.1.2 Teilen von Kulturzellen
Zum Passagieren von Kulturzellen wird das alte Medium entfernt und die Zellen werden nach einmaligem
Waschen mit 1x PBS mit 2 ml Trypsin von der Kulturschale abgelo¨st. Durch Zugabe von FCS-haltigem
Medium wird die Ablo¨sung durch Trypsin inhibiert und die Zellen ko¨nnen je nach Bedarf verdu¨nnt werden.
Durch Zugabe von frischem Medium ko¨nnen die Zellen direkt in neuen Kulturflaschen ausplattiert werden.
3.1.3 Zellzahl- und Vitalita¨tsbestimmung
Die Zellzahl- und Vitalita¨tsbestimmung erfolgt nach dem Ablo¨sen der Zellen. Die Zellen werden mit Trypan-
blau versetzt und in einer Neubauerza¨hlkammer geza¨hlt. Abgestorbene Zellen werden blau gefa¨rbt. Die Zahl
der Zellen berechnet sich durch:
2 · NZellen
NGrossqudrate






3.1.4 Transfektion von Kulturzellen
Die transiente Transfektion der HEK 293 und HEKT 293 Zellen erfolgt nach der CaPO4-Methode
68. Die
Transfektion von CHO-K1 Zellen erfolgt mit dem ExGene 500 Reagenz (Fermentas, St.Leon-Roth, Deutsch-
land) oder TurboFect (Thermo scientific, St.Leon-Roth, Deutschland) nach Angabe des Herstellers.
3.2 Prima¨rkulturen
3.2.1 Isolation von prima¨ren corticalen Neuronen
Fu¨r die Isolation von prima¨ren corticalen Neuronen werden Embryonen am Tag E14,5 entnommen. Nach
Abtrennen der Ko¨pfe und Entnahme des Gehirns werden von den beiden Hemispha¨ren die Hirnha¨ute
entfernt. Das pra¨parierte Gewebe wird mit kaltem HBSS Puffer gewaschen und anschließend mit 0,025%
Trypsinlo¨sung fu¨r 12 Minuten bei 37◦C inkubiert. Der Verdau wird mit Trypsininhibitor (Sigma) gestoppt.
Das Gewebe wird anschließend mit einer 5ml Vollpipette im Komplettmedium homogenisiert. Die Zellen
werden ausgeza¨hlt und auf PLL beschichteten Platten in Komplettmedium ausgesa¨t.
















Die prima¨ren corticalen Neuronen ko¨nne bis zu 4 Wochen in Kultur gehalten werden. Mediumwechsel erfolgt
nach Bedarf zu 50%.
3.2.2 Isolation von Astrozyten
Die Astrozyten werden aus Mischkulturen aus den Gehirnen von P0 - P2 Tieren gewonnen. Hierfu¨r werden
die Gehirne entnommen, die Hirnha¨ute entfernt und das Gewebe zerkleinert. Nach Verdau des Gewebes mit
Papain fu¨r 30 min bei 37◦C und stoppen mit Medium wird das Gewebe zuerst mit einer 5ml Vollpipette
und anschließend mit einer ausgezogenen Pasteurpipette homogenisiert. Das Homogenat wird u¨ber einen
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100 µm Zelltrenner gegeben und in PLL beschichteten T-75 Flaschen ausgesa¨t. Die Zellzahl betra¨gt dabei
ungefa¨hr 6 Millionen Zellen pro Flasche. Der erste Mediumwechsel erfolgt nach 24 h, danach wird alle drei
Tage das Medium zur Ha¨lfte gewechselt. Die Oligodendrozyten ko¨nnen nach 10 - 14 Tagen zum ersten
Mal abgeschlagen werden. Dieses erfolgt dann alle drei Tage, insgesamt viermal. Durch anschließendes
Passagieren der Astrozyten werden alle anderen Zelltypen entfernt, es bleiben 95% reine Astrozytenkulturen
u¨ber. Diese ko¨nne alle 7 Tage 1:5 passagiert werden.









Die Astrozyten werden 24 - 48 h vor Neuronenisolation in 6-well Platten ausgesa¨t, so dass sie eine Konfluenz
von 20% haben. Die Neuronen werden direkt auf dem Astrozytenteppich ausgesa¨t, dabei wird das Medium
gegen das Neurobasal-Komplettmedium ausgetauscht. Nach 3 Tagen wird die Proliferation durch 10 µM
Cytosin Arabinosid gestoppt. Der Mediumwechsel erfolgt anschließend alle 2 - 3 Tage zu 50%. Die Zellen
ko¨nnen so bis zu drei Wochen in Kultur gehalten werden.
3.2.4 Neurotoxischer Assay
Die Neuronen- oder Astrozyten-Neuronen-Mischkulturen werden 8-10 Tage nach ihrem Entstehen dem
Neurotoxizita¨tsassay unterzogen. Hierfu¨r wird das Medium gegen HEPES-Puffer ausgetauscht und es erfolgt
die Zugabe von 10 mM Despxyglucose und 5 mM Kaliumcyanid oder 100 µM NMDA, sowie 10 µM 2-PMPA.
Die Inkubation erfolgt fu¨r 20 min bei 37◦C. Anschließend werden die Zellen vorsichtig gewaschen und fu¨r
24 h im konditioniertem Medium regeneriert, bei Behandlung mit 2-PMPA wird zusa¨tzlich 2-PMPA in das
Medium gegeben. Nach 24 h erfolgt die LDH-Messung mit dem Lactat Dehydrogenase Aktivita¨ts Assay
nach Angaben des Herstellers (Sigma Aldrich, Mu¨nchen, Deutschland). Es werden fu¨r jede Messung je 100
µl Medium oder Zelllysat verwendet. Die Detektion erfolgt in einer 96-well Platte bei 505 nm mit dem
Tecan Reader.








Fu¨r die Immunofluoreszenz werden die Zellen auf 13 mm Deckgla¨ser in 24-well-Platten ausgesa¨t und trans-
fiziert. 24-48 Stunden nach Transfektion werden die Zellen einmal mit 37◦C warmen 1x PBS gewaschen und
anschließend fu¨r 10 Minuten mit 37◦C warmen 4%igen PFA fixiert und erneut gewaschen. Zum Permeabi-
lisieren der Zellmembran werden die Zellen fu¨r fu¨nf Minuten mit 0,3% TritonX-100 inkubiert und erneut
gewaschen. Das Blockieren unspezifischer Bindungsstellen erfolgt mit 1%igem BSA bei Raumtemperatur
fu¨r eine Stunde. Der erste Antiko¨rper wird entsprechend seiner Verdu¨nnung in 1%igem BSA gelo¨st und die
Zellen werden damit fu¨r 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit 1x
PBS werden die Zellen mit dem in 1%igem BSA gelo¨sten Sekunda¨rantiko¨rper und DAPI zur Kernfa¨rbung
im Dunkeln fu¨r eine Stunde behandelt. Abschließend werden die Zellen viermal mit 1x PBS und dann mit
Millipore-Wasser gewaschen um Salzreste zu entfernen. Zum Fixieren der Deckgla¨ser auf den Objekttra¨gern
wird ProLong Gold (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) verwendet.
3.4 Arbeiten mit DNA
3.4.1 Transformation chemisch kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA
Fu¨r die Transformation werden 100 µl chemisch kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut. Es werden 5
µl Ligationsansatz (oder 1 µl Plasmid-DNA zur Retransformation) zu den Bakterien gegeben, vorsichtig
gemischt und fu¨r zehn Minuten auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wird dann einem Hitzeschock
unterzogen (42◦C, 30 sek) und anschließend sofort fu¨r zwei Minuten auf Eis geku¨hlt. Nach Zugabe von 1
ml Medium werden die Bakterien in ein 15 ml Falcon-Ro¨hrchen u¨berfu¨hrt und fu¨r 30 Minuten bei 37◦C
schu¨ttelnd inkubiert. 100 µl der Bakterienkulturen werden auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden
Antibiotikum ausgestrichen und u¨ber Nacht bei 37◦C im Brutschrank inkubiert.
3.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien
Die Gewinnung von Pasmid-DNA erfolgt aus den zuvor transformierten Bakterienkulturen mit Hilfe der
entsprechenden Quiagen-Kits nach Angaben des Herstellers.
3.4.3 Spaltung von Plasmiden mittels Restriktionsendonukleasen
Mit der Restriktionsspaltung ko¨nnen gezielt Fragmente aus Plasmid-DNA entnommen werden, die fu¨r Klo-
nierungen oder Identifizierung von Plasmid-DNA verwendet werden ko¨nnen.
Restriktionsansatz
1 - 2 µg DNA
2 µl 10x Puffer
0,5 µl Enzym (5 units)
ad 20 µl Millipore-Wasser
Die Inkubationszeit der Restriktion betra¨gt 60 - 90 Minuten, die Temperatur ist dabei abha¨ngig vom
eingesetzten Enzym. Diese ko¨nnen durch Hitzeschock inaktiviert werden. Abschließend wird die Restriktion




Die Gelextraktion erfolgt nach dem Standardprotokoll fu¨r das DNA-Extraction-Kit von Quiagen.
3.4.5 PCR-Produkt-Aufreinigung
Die Aufreinigung von PCR-Produkten oder das Entfernen von Pufferru¨cksta¨nden aus Restriktionsansa¨tzem
erfolgt durch das “PCR-Purification Kit” von Qiagen nach Standardprotokoll des Herstellers.
3.4.6 Ligation
Bei der Ligation ko¨nnen durch einen Restriktionsverdau linearisierte DNA-Fragmente verknu¨pft werden.
Die Ligation kann sowohl bei kompatiblen u¨berha¨ngenden (sticky), als auch bei glatten (blunt) Enden er-
folgen. Der Ligationsansatz kann u¨ber eine vorgegebene Menge an Vektor-DNA berechnet werden.









1 µl T4-DNA-Ligase (1 u/µl)
ad 20 µl Millipore-Wasser.
Der Ligationsansatz wird fu¨r zwei Stunden bei RT inkubiert.
3.5 Isolation von gemonischer DNA aus Mausgwebe
Fu¨r die Genotypisierung von Ma¨usen wird eine 0,2-0,5 cm lange Schwanzspitze verwendet. Diese wird u¨ber
Nacht in 750 µl Lysepuffer plus 5 µl Proteinase K Lo¨sung (20 mg/ml) bei 56◦C lysiert. Das Lysat wird
mit 500 µl 6N NaCl versetzt und weitere 5 min bei 56◦C geschu¨ttelt. Haare und unlo¨sliche Zellru¨cksta¨nde
werden durch Zentrifugieren (10.000 x g, 10 min) abgetrennt. 800 µl des reinen U¨berstandes werden mit
400 µl Isopropanol versetzt und anschließend zentrifugiert (12.000 x g, 20 min, 4◦C). Die gefa¨llte DNA (als
weißes Pellet sichtbar) wird mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach Trocknung fu¨r etwa 15 min bei RT
erfolgt die Zugabe von mindestens 200 µl HPLC-H2O zur Lo¨sung der DNA. Fu¨r PCR Analysen werden 1-2
µl dieser Lo¨sung eingesetzt.
3.6 Genotypisierung
Ausgangsmaterial fu¨r die folgenden Nachweise ist genomische DNA, die entsprechend der zuvor beschrie-
benen Methode isoliert wurden.
3.6.1 Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Mit der Polymerase-Ketten-Reaktion ko¨nnen definierte DNA-Bereiche exponentiell vervielfa¨ltigt werden.
Fu¨r die Genotypisierungen wird der REDTaq Ready Mix der Firma Sigma verwendet. In dem Mix befindet
sich die Taq-Polymerase, dNTPs und der beno¨tigte Puffer. Die Primer werden nach Herstellerangaben
angesetzt (100pmol/ml) und auf 10 pmol/ml verdu¨nnt.
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3.6.1.1 Genotypisierung der NAAGS-II ko Ma¨use
Reaktionsansatz Methode
10 µl REDTaq Mix 98 C, 5 min, initiale Denaturierung
2 µl BC057-ko-for1 (10 pmol/ml) 98◦C, 30 sek, Denaturierung
1 µl BC057-ko-rev1 (10 pmol/ml) 60◦C, 45 sek,annealing Temperatur
1 µl IRES-rev1 (10 pmol/ml) 72◦C 45 sek Extension
3 µl H2O 72
◦C 5 min





Die erwarteten PCR-Produkte liegen bei 639 bp (wt) und bei 916 bp (ko).
3.6.1.2 Genoptypisierung der Sialin-defizienten Ma¨use
Reaktionsansatz Methode
10 µl REDTaq Mix 98 C, 5 min, initiale Denaturierung
1,5 µl Sia-wt1 oder Sia-ko1 (10 pmol/ml) 98◦C, 30 sek, Denaturierung
1,5 µl Sia-wt2 oder Sia-ko2 (10 pmol/ml) 58/62◦C, 30 sek,annealing Temperatur
4 µl H2O 72
◦C 45 sek Extension




Primer Sia-wt 2 CCGCTTCGGTCTGCCGG
Primer Sia-ko1 GCAGCGCATCGCCTTCTATC
Pimer Sia-ko2 CTAAGCGGAACCTGGCG
Die erwarteten PCR-Produkte liegen bei 322 bp (wt) und bei 450 bp (ko).
3.6.2 Agarosegelelektrophorese
Die Agarosegelelektrophorese dient zum Auftrennen von Nukleinsa¨uren in einem elektrischen Feld ent-
sprechend ihrer Gro¨ße. Durch Gro¨ßenmarker ko¨nnen die DNA-Fragmente zugeordnet werden. Die De-
tektion erfolgt mit Ethidiumbromid als interkalierendem Farbstoff, mit dem die DNA durch einen UV-
Transilluminator sichtbar wird. Die Proben werden durch Zugabe von L(IV)-Puffer beschwert, auf das Gel
aufgetragen und bei 100 - 120 V fu¨r 30 - 45 Minuten elektrophoriert.
3.7 Arbeiten mit Proteinen
3.7.1 Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen wird mit dem BioRad DC Assay System nach Lowry69 durch-
gefu¨hrt. Zur Erstellung der Kalibriergeraden werden BSA-Standards mit folgenden Konzentrationen herge-
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stellt: 2 mg/ml, 1,5 mg/ml, 1,0 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,2 mg/ml und 0 mg/ml. In einem Mikroplate Reader
wird die Extinktion bei λ = 750 nm gemessen. Alle durchgefu¨hrten Proteinbestimmungen beziehen sich auf
Dreifachbestimmungen.
3.7.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) handelt es sich um eine Methode, die dena-
turierte Proteine durch Elektrophorese nach ihrer Gro¨ße auftrennt. Zur Probenvorbereitung werden die
gelo¨sten Proteine mit entsprechender Menge an 4-fach La¨mmli-Puffer versetzt. Dieser entha¨lt Glycerin zum
Beschweren der Proben, einen U¨berschuss an SDS und Reduktionsmittel (β-Mercaptoethanol, DTT, DTE).
Die Proben werden fu¨r unter Standardbedingungen 5 Minuten auf 95 ◦C erhitzt, um Sekunda¨r- und Ter-
tia¨rstrukturen durch Zersto¨rung von Wasserstoffbru¨ckenbindungen aufzubrechen. Zur Auftrennung werden
die denaturierten Proben auf ein diskontinuierliches Gel aus Polyacrylamid geladen, das in den Elektrolyten
eingelegt ist. Das Gel besteht aus einem niederprozentigen Trenngel mit pH = 8,8 und einem ho¨herprozen-
tigen Sammelgel mit pH = 6,8. Bei einer elektrische Spannung von 100-200 V werden die Proben im Gel
getrennt. Als Gro¨ßenmarker wird der Prestained Page Ruler (S0671) von Fermentas (Thermo scientific,
St.Leon-Roth, Deutschland) verwendet.
3.7.3 Fa¨rben von SDS-Gelen
Zum Anfa¨rben der Proteine werden die Gele fu¨r 2 - 12 Stunden in colloidale Coomassie-Fa¨rbelo¨sung unter
Schu¨tteln bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Entfa¨rben werden die Gele anschließend in Entfa¨rberlo¨sung
inkubiert.
3.7.4 Western-Blot nach dem semi-dry-Verfahren und Detektion der Proteine
Beim Western-Blot wird ein senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld angelegt. Somit
wandern die Proteine aus dem Gel auf eine Membran (Nitrocellulose). An der Membranoberfla¨che blei-
ben sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften. Dabei bleibt das Muster der elektrophoretischen
Auftrennung erhalten. Die Proteinbanden ko¨nnen nun auf der Membran mit Hilfe spezifischer Antiko¨rper
identifiziert werden. Spezifische Antiko¨rper (monoklonal oder polyklonal) binden das passende Protein auf
der Membran. Unspezifisch gebundene Antiko¨rper werden durch Waschschritte entfernt. Fu¨r den Western-
Blot wird ein SDS-Gel auf mit Blotpuffer getra¨nktem Whatmanpapier und auf die getra¨nkte Nitrocellulo-
semembran gelegt und mit getra¨nkten Whatmanpapier bedeckt, der Aufbau erfolgt auf der Anode. Nach
Anschluss der Kathode wird das Gel mit einer Stromsta¨rke von 0,8 mA pro cm2 fu¨r 60 - 80 Minuten geblot-
tet. Anschließend kann der Transfer der Proteine auf die Membran mit Ponceau-S-Lo¨sung u¨berpru¨ft werden.
Um unspezifische Bindungen auf der Membran zu blockieren, wird diese entweder fu¨r 60 - 90 Minuten bei
Raumtemperatur oder bei 4◦C U¨N mit 4% Milch in TBS/T unter Schu¨tteln inkubiert. Anschließend wird
die Membran einmal mit TBS/T gewaschen und fu¨r 90 Minuten mit dem verdu¨nnten Prima¨rantiko¨rper (in
4% Milch) bei Raumtemperatur oder U¨N bei 4◦C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS/T fu¨r
jeweils zehn Minuten wird die Membran fu¨r 45 Minuten mit dem verdu¨nnten Sekunda¨rantiko¨rper inkubiert
und anschließend wie oben beschrieben gewaschen.
An Peroxidase gekoppelte Zweitantiko¨rper werden mit versta¨rkter Chemiluminezenz detektiert. Dazu wird
die Membran in ECL-Lo¨sung (Thermo Scientific, St.Leon-Roth, Deutschland) fu¨r eine Minute inkubiert.
Durch Auflegen eines Filmes wird dieser belichtet und kann danach entwickelt werden. Die Entwicklungszeit
ist dabei abha¨ngig vom Antiko¨rper und varriiert zwischen 30 Sekunden und 10 Minuten.
23
Kapitel 3. Methoden
3.8 Analytische Verfahren zur Bestimmung der Peptide
3.8.1 Probenvorbereitung fu¨r HPLC- und ESI-Messungen
Die Pra¨paration der Proben fu¨r die analytischen Messungen erfolgt in modifizierter Form nach Bjartmar
et al.50. Den Proben wird schon wa¨hrend der Extraktion der isotopenmarkierte Standard in entsprechen-
den Mengen zugefu¨hrt (“spiking” Methode) um zu gewa¨hrleisten, dass eventuelle Verluste miteinkalkuliert
werden ko¨nnen.
3.8.1.1 Proben aus Zellen
Die transfizierten Zellen werden mit 1x PBS gewaschen und direkt mit -20◦C kaltem 90%igen Methanol
extrahiert. Die Zellsuspension wird anschließend bei 17.000 g fu¨r 15 Minuten bei 4◦C zentrifugiert. Das
Pellet wird fu¨r Western-Blot-Analysen und Proteinbestimmungen verwahrt. Der U¨berstand, in dem sich
u¨berwiegend kleine Peptide befinden, wird zuerst in der Speed Vac getrocknet, um das Methanol zu entfernen
und anschließend in 300 µl - 500 µl Millipore-Wasser aufgenommen und durch starkes Schu¨tteln gelo¨st. Die
Proben ko¨nnen danach direkt vermessen werden.
3.8.1.2 Proben aus Mausgewebe
Nach Pra¨paration von Ma¨use werden die Gewebeproben bei -80◦C eingefroren. Fu¨r die Homogenisierung
werden diese Proben mit 500-1000 µl -20◦C kaltem 90%igen Methanol versetzt und mit dem Ultraturax
auf Eis zerkleinert. Das Homogenat wird fu¨r 20 min bei 21.000 x g und 4◦C zentrifugiert. Das Pellet wird
fu¨r die Proteinbestimmung verwahrt, der U¨berstand wird in der Speed Vac getrocknet. Nach Aufnahme in
Wasser (100 µl - 500 µl) werden die Extrakte durch verwirbeln und Ultraschallbehandlung gelo¨st und fu¨r
mindestens eine Stunde bei RT inkubiert. Direkt vor der Messung werden die Proben fu¨r 20 Minuten bei
21.000 x g zentrifugiert, um entstandene Aggregate zu entfernen.
3.8.1.3 Direkt verwendbare Proben
Direkt verwendbare Proben wie CSF oder Blutserum werden mit isotopenmarkierten Standard versetzt und
auf das gewu¨nschte Probenvolumne mit Millipore-Wasser vermischt, so ko¨nnen sie direkt injiziert werden.
3.8.2 HPLC-Messung
Die HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ist ein chromatographisches Trennverfahren, bei
dem die zu untersuchenden Substanzen mit einem Fließmittel, der mobilen Phase, u¨ber eine Trennsa¨ule, der
stationa¨ren Phase, gegeben werden70. Verwendet wird hier eine “organic acid”-Trennsa¨ule auf Polymerbasis
(PS-DVB). Die Proben werden hierbei nach Anzahl der “sauren” Gruppen getrennt. Als mobile Phase wird
H2O mit 0,05% Ameisensa¨ure bei einer Flussrate von 0,5 ml/min verwendet. Die Detektion der Substanzen
erfolgt mittels UV-Absorption bei 214 nm. Die Retentionszeit der zu untersuchenden Substanz kann durch
Messung eines Standards bestimmt werden. Die HPLC dient zur Vortrennung der zu messenden Substanzen.
3.8.3 ESI-Messungen
Das Prinzip eines Massenspektrometers beruht auf der Trennung des Masse/Ladungsverha¨ltnisses ionisier-
ter Proben71. Bei der Elektrospray-Ionisierung handelt es sich um eine sanfte Methode der Ionenerzeugung,
bei der sehr sensitiv Moleku¨le und nicht-kovalente Aggregate ionisiert werden ko¨nnen. Die Detektion er-
folgt als Quasimoleku¨l-Ionen ([M+H+] bei positiver Spannung; [M-H+] bei negativer Spannung) oder als
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Adduktionen mit Bestandteilen des Eluenten oder der Matrix ( [M+Na+] oder [M-Na+])72. Fu¨r Peptide,
die kleiner als 1 kDa sind, dominieren die einfach geladenen und bei Peptiden ab ca. 2 kDa die zweifach
geladenen Ionen.
3.8.3.1 Verwendete Methode
Die Messung der Proben erfolgt u¨ber eine Tandem LC/MS Methode. Die vorbereiteten Proben (siehe oben)
werden u¨ber den Autosampler direkt in die HPLC injiziert und nach Trennung zur Ionenfalle weitergeleitet.
Die ESI/MS Messung erfolgt im negativ Ionisierungs Modus mit Auto/MS Fragmentierung der entspre-
chenden Massen nach Messung des Gesamtspektrums. Als Trockengas wird N2 bei 330
◦C verwendet, das
Kollisionsgas besteht aus Helium mit 3% Argon, Die Kappilarspannung betra¨gt 4.000 V. Das Fragmen-
tierungsmuster kann zur Strukturaufkla¨rung und zur Identifizierung von Substanzen genutzt werden. Die
Quantifizierung im Massenspektrum erfolgt u¨ber die Messung einer isotopenmarkierten Standards in defi-
nierter Menge und dem Vergleich der Intensita¨ten im linearen Bereich mit der entsprechenden Probe.
3.9 Arbeiten mit RNA
3.9.1 Isolation von RNA aus Mausgewebe
Zur Gewinnung von RNA werden 100 mg Gewebe in je 1ml Trizol im Ultraturrax homogenisiert und
anschließend mit einer 21G Nadel supendiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 min werden die Proben 10
min bei 12.000 x g, 4◦C zentrifugiert. Der U¨berstand wird mit 100 µl BCP pro ml Trizollo¨sung gemischt und
fu¨r 60 sec gevortext. Zum Trennen der Phasen wird erneut bei 12.000 x g, 4◦C fu¨r 10 min zentrifugiert. Die
wa¨ssrige Lo¨sung wird anschließend mit dem doppelten Volumen an Isopropanol gemischt. Nach Inkubation
fu¨r 20 min bei RT wird fu¨r 20 min bei 12.000 x g, 4◦C zentrifugiert. Die gewonnene RNA ist nach der
Zentrifugation als weißes Pellet sichtbar. Nach Waschen mit 75% Ethanol wird die RNA an der Luft
getrocknet und anschließend in Wasser gelo¨st (100-200 µl). Dafu¨r wird zuerst 15 min bei RT inkubiert und
anschließend fu¨r 15 min bei 60◦C. Die gelo¨ste RNA kann bei -80◦C gelagert werden.
3.9.2 RNA Aufreinigung
Die gewonnene RNA (siehe oben) wird mit dem Quiagen “RNA-clean-up” Mini-Kit nach Angaben des
Herstellers gereinigt. Die RNA wird mit 50 µl Wasser eluiert.
3.9.3 cDNA Synthese
Die cDNA Synthese erfolgt mit der aufgereinigten RNA (siehe oben). 5 µg RNA werden mit Wasser auf
10 µl aufgefu¨llt und mit 1 µl Oligo-dT-Primer (50 µM) gemischt und fu¨r 10 min bei 65◦C inkubiert. Die
Proben werden anschließend auf 4◦C abgeku¨hlt und anschließend mit dem Reaktion-Mix gemischt und fu¨r
2 min bei 42◦C inkubiert.
Reaktions-Mix 1 µl H2O
4 µl 5x 1st Strand Puffer
2 µl 0,1 mM DTT
1 µl 10 mM dNTPs
Nach Abku¨hlen auf 4◦C wird 1 µl SuperscriptII (Sigma) pro Reaktionsansatz hinzugegeben und fu¨r 60 min
bei 42◦C inkubiert. Nach einer abschließenden Inkubation fu¨r 15 min bei 72◦c kann die synthetisierte cDNA
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Tabelle 3.1: Real-time PCR Primer







Ubiquitin C AGGCAAGACCATCACCTTGGACG CCATCACACCCAAGAACAAGCACA
1:10 mit Wasser verdu¨nnt werden. Fu¨r Real-time-PCR werden 5 µl cDNA eingesetzt.
3.9.4 Real-time PCR
Die Real-Time PCR wird mit Hilfe des SYBR Mixes durchgefu¨hrt. Die erhaltenen Ct Werte werden mit
Ubiquitin als Housekeeping-Gen normalisiert. Die Auswertung erfolgt mit der 2−∆ct-Methode. Folgende
Primer werden verwendet (siehe Tabelle 3.1).
3.10 Isolierung von Mikrovesikeln aus Ma¨usegehirn
Die Pra¨paration von Mikrovesikeln erfolgt in modifizierter Form nach Hell et al.73,74. Pro Pra¨paration
werden 5 g Mausgehirn (entspricht 10-12 Hirnen) verwendet. Die gefrorenen Gehirne werden unter flu¨ssigem
Stickstoff gemo¨rsert bis ein feines Pulver entsteht. Das Gewebepulver wird in 35 ml Homogenisierungspuffer
aufgenommen und mit einem Glas-Teflon-Potter homogenisiert (15x). Das Homogenat wird anschließend
bei 47.000 x g, 4◦C fu¨r 10 min sedimentiert. Der U¨berstand U¨1 wird im Anschluss erneut zentrifugiert
(120.000 x g, 4◦C, 40 min) um die Membranfraktionen abzutrennen. Der enstandene U¨berstand U¨2 wird
auf ein Sucrosekissen (70% Sucrose) geschichtet (2 ml Sucrose und 9 ml U¨berstand) und bei 250.000 x
g und 4◦C fu¨r 2 h zentrifugiert. Die angereichertetn synaptischen Vesikel befinden sich im Pellet. Diese
werden in 0,5 ml Standard-SV-Puffer pro Fraktion resuspendiert. Zum Abtrennen unlo¨slicher Fragmente
wird abschließend eine Zentrifugation bei 27.000 x g (4◦C, 10 min) durchgefu¨hrt. Vom U¨berstand wird
eine Proteinbestimmung durchgefu¨hrt. Die Qualita¨t der Anreicherung wird u¨ber Western Blot Analysen
gegen Na+/K+-ATPase, als Membranmarker, gegen EEA1 als endosomaler Marker und Synaptophysin als
Marker fu¨r synaptische Vesikel u¨berpru¨ft. Es wurden außerdem Proteomik-Analysen durchgefu¨hrt und mit
dem Proteom von synaptischen Vesikeln aus Ratten verglichen. Die Vesikel ko¨nnen in gebrauchsfertigen
Aliquots bei -80◦C gelagert werden.
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Abbildung 3.1: Fließschema zur Isolation von Mikrovesikeln
Homogeniserungspuffer 0.32 M Sucrose
10 mM HEPES-KOH pH = 7,3
1µ/ml Pepstatin A
1µ/ml Leupeptin
Standard-SV-Puffer 0.32 M Sucrose
4 mM KCl
10 mM HEPES-KOH pH = 7,3
3.10.1 Transport in Mikrovesikel
Die isolierten, synaptische Vesikel enthaltende, Mikrovesikel (SV) werden in Standard-SV-Puffer auf eine
Proteinkonzentration von 1 mg/ml verdu¨nnt. 100 µl werden fu¨r 5 min bei 32◦C vorinkubiert. Die Reak-
tion wird durch Zugabe von 50 µl Standard-SV-Puffer mit verschiedenen Mengen der [14C]-markierten
Peptide und Aminosa¨uren (NAAG, NAAG2, NAA, Aspartat, Glutamat), 10 mM MgCl2 und 6 mM ATP
gestartet. Wenn beschrieben, werden außerdem folgende Substanzen hinzugefu¨gt (angegeben in Endkon-
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zentrationen): Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazon (FCCP) (20 µM), Gramicidin D (40
µM), N-acetylneuramisa¨ure(Neu5Ac) (133 µM, 500 µM, or 5 mM), Glutaminsa¨ure (200 µM), NAAG (166
µM), Asparaginsa¨ure (166 µM). Die Reaktion wird nach 10 Minuten Inkubationszeit bei 32◦C durch Zugabe
von 1 ml kaltem Standard-SV-Puffer gestoppt, direkt u¨ber eine Nitrocellulosemembran (Porengro¨ße: 0,45
µm) gefiltert und mit 12 ml kaltem Standard-SV-Puffer gewaschen. Die gebundene Radioaktivita¨t wird
durch Flu¨ssigszintillation gemessen. Als Kontrollen wurden Reaktionsansa¨tze ATP oder Kurzinkubation
(10 sek) auf Eis verwendet.
Standard-SV-Puffer 0.32 M Sucrose
4 mM KCl
10 mM HEPES-KOH pH = 7,3
3.11 Gewinnung von Liquor aus Ma¨usen
Fu¨r die Entnahme von Liquor werden die Tiere ana¨sthesiert. Die Pra¨paration erfolgt unter einem binokula-
ren Mikroskop. Zuna¨chst wird die Haut u¨ber dem Nacken entfernt. Subkutanes Gewebe und Muskelmasse
werden vorsichtig mit einer Pinzette entfernt bis die klare, helle Membran, die die Cisterna Magna bedeckt,
sichtbar ist. Eine Microkapillare wird in die Cisterna Magna eingefu¨hrt. Dafu¨r wird die Membran punktiert.
Der Liquor wird durch Kappilarkra¨fte aufgesaugt. Das Gewebe darunter sollte nicht verletzt werden, da
der Liquor dann mit Blut verunreinigt werden kann. Die Flu¨ssigkeit kann bei -20◦C gelagert werden. Die
Menge liegt bei ungefa¨hr 5-10 µl Liquor pro Maus.
3.12 Radioaktive Versuche
3.12.1 Metabolische Markierung von Zellen
Zur Untersuchung der Produktion von NAAG und weiteren Substanzen durch die NAAG Synthetasen und
zur Gewinnung von Peptiden wurde die metabolische Markierung von transfizierten Zellen verwendet. Die
Zellen werden in 6-well Platten ausgesa¨t und nach 24 Stunden transient transfiziert. Hierzu werden die Flag-
Plasmide beider Synthetasen und die Plasmide von Nat8L oder NaDC3 transfiziert. Die Zellen werdem 12
- 24 h nach Transfektion mit [14C]-Glutaminsa¨ure (bei Transfektion mit Nat8L) oder mit [14C]-NAA (bei
Kotransfektion von NaDC3) fu¨r 8 - 12 h markiert. Nach Trennung u¨ber einen Kationentauscher erfolgt
eine Peptidextraktion mit 90%igem Methanol. Die Proben werden fu¨r 10 min bei 12.000 x g zentrifugiert.
Der U¨berstand wurde getrocknet und in 20%igen Ethanol aufgenommen. Die Proben ko¨nnen anschließend
analysiert werden.
3.12.1.1 Trennung der Peptide u¨ber TLC
Die aufbereiteten, in 20%igen Ethanol aufgenommenen, Extrakte ko¨nnen du¨nnschichtchromatographisch ge-
trennt werden. Nach Aufbringen auf eine HPTLC Platte und Trennung durch Laufmittel (CHCl3:HAc:H2O
9:5:1) ko¨nnen die radioaktiven Substanzen (NAAG, NAAG2, NAA) durch einen Bioimager Screen (Fuji)




3.12.2 Produktion von [14C]-NAAG und [14C]-NAAG2
Fu¨r die Darstellung von [14C]-NAAG und [14C]-NAAG2 werden Zellen mit pFlag-NAAGS-II und pcDNA3-
NaDC3 transfiziert und mit [14C]-NAA markiert. Nach pra¨parativer, du¨nnschichtchromatographischer Tren-
nung (CHCl3:Ac:H2O 9:5:1) der Peptide, werden die entsprechenden Banden von der TLC gekratzt, in
Wasser gelo¨st und mit Flu¨ssigszintillation die Aktivita¨t bestimmt.
3.12.3 Synthese von radioaktivem [14C]-NAA, [14C]-NAAG und [14C]-NAAG2
Fu¨r die Synthese der radioaktivem Peptide wird [14C]-markiertes Essigsa¨ureanhydrid zur N-Acetylierung
verwendet. Dieses wird in wa¨ssriger Umgebung mit einem molaren U¨berschuss der entsprechenden Peptide
(Glu-Asp, Glu-Glu-Asp und im Fall von NAA, Asp) umgesetzt, hierbei erfolgt die Reaktion fu¨r 30 min bei
RT stark schu¨ttelnd (Vortexer) bis keine Phasentrennung mehr sichtbar ist. Die entstandene Essigsa¨ure wird
u¨ber Vakuumtrocknung entfernt und die Aktivita¨t wird mit Flu¨ssigszintillation bestimmt. Zur Darstellung
von [14C]-NAA wurde auch [14C]-Asp verwendet und mit Essigsa¨ureanhydrid (im U¨berschuss) umgesetzt.
3.12.4 Saure Hydrolyse von NAAG und NAAG2
Zur Trennung der Peptide in ihre Aminosa¨uren wird eine saure Hydrolyse durchgefu¨hrt. Hierfu¨r werden die
Peptide mit 10-fachen U¨berschuss an 6N HCl bei 110◦C im fu¨r 2 h hydrolysiert. Die Reaktionslo¨sung wird
anschließend Vakuum getrocknet und nach Aufnahme in 20% Ethanol werden die entstandenen Aminosa¨u-
ren du¨nnschichtchromatographisch (n-Butanol:HAc:H2O 12:3:5) getrennt und mit dem Bioimager Screen
detektiert.
3.12.5 Verdau mit Carboxypeptidase Y
Zur Spaltung der Peptide werden diese mit Carboxypeptidase Y bei 37◦C fu¨r 1 h verdaut (50 mM Ci-
tratpuffer pH = 6). Das Reaktionsgemisch wird Vakuum getrocknet und die Produkte werden nach du¨nn-
schichtchromatographischer Trennung (CHCl3:HAc:H2O 9:5:1) mit dem Phosphoimager Screen detektiert.
3.12.6 Verdau mit Glutamat-Carboxypeptidase II
Zur spezifischen Hydrolyse der Peptide (NAAG, NAAG2) wird die Glutamat-carboxypeptidase II (GCPII)
verwendet. Die GCPII ist eine Carboxypeptidase die Peptide spezifisch vor (oder nach) Glutaminsa¨ure
schneidet. Es werden jeweils 50 µl GCPII-Lo¨sung (0,75 µg GCPII in 50 mM HEPES, 100 mM NaCl
pH =7,4) mit unterschiedlichen Mengen an Peptid (0-20 µM) bei 37◦C inkubiert. Nach unterschiedlichen
Zeitpunkten (0 - 240 Minuten) werden 10 µl Probe abgenommen und die Reaktion durch Hitzeschock
gestoppt. Je 5 µl werden auf eine Silicagel 60 HPTLC Platte aufgetragen und die Substanzen werden in
n-Butanol:Ac: H2O 12:3:5 und anschließend in CHCl3:HAc:H2O 9:5:1 getrennt. Die Mengen der Peptide
nach der Hydrolyse werden mit einem Bioimager Screen detektiert und mit der Aida Software (Raytest
Isotopenmessgera¨te GmbH, Straubenhardt, Deutschland) quantifiziert.
3.12.7 Transport durch Pept2 (Oligopeptidtransporter 2)
Fu¨r den Pept2 Transport werden HEKT 293-Zellen mit dem pEGFP-Pept2 Plasmid (oder pcDNA3-
NADC3) transfiziert und 24 h nach Transfektion wird das Medium gegen Transportpuffer ausgetauscht. Es
folgt die Inkubation mı´t den Peptiden bei 37◦C fu¨r 30 min im Transportpuffer. Die Zellen werden anschlie-
ßend gewaschen und mit 90%igem Methanol extrahiert oder mit 1% SDS lysiert. Die Radioaktivita¨t der
Extrakte wird entweder mit Flu¨ssigszintillation bestimmt oder das Peptidextrakt wird Vakuum getrocknet
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und du¨nnschichtchromatographisch (CHCl3:HAc:H2O 9:5:1) getrennt. Die Signale werden anschließend mit
einem Phosphoimagerscreen detektiert.







HEKT 293 Zellen werden in beschichteten 6-well-Platten mit den Plasmiden der Sialinkonstrukte oder
EGFP als Kontrolle transient transfiziert (CaPO4-Methode). 24h nach Transfektion wird das Medium ab-
genommen, die Zellen mit Krebs-Ringer-Lo¨sung gewaschen und fu¨r 45 min bei 37◦C mit [14C]-NAAG (80
nmol pro well) in Krebs-Ringer-Lo¨sung inkubiert. Die Reaktion wird durch Waschen der Zellen mit entspre-
chender Krebs-Ringer-Lo¨sung gestoppt. Der letzte Waschschritt wird durch Flu¨ssigszintillation gemessen.
Es werden nur Zellen verwendet bei denen der letzte Waschschritt unter 60 cpm liegt um Signale durch
Oberfla¨chenkontaminatiom auszuschließen. Die Zellen werden mit 90% Methanol extrahiert. Das Peptidex-
trakt wird unter Vakuum getrocknet und in 20% Ethanol aufgenommen. Es werden immer die Extrakte von
2 6-wells vereint und in 20 µl Etanol aufgenommen. Das Peptidextrakt wird du¨nnschichtchromatographisch
getrennt (CHCl3:HAc:MeOH 9:5:1) und mit dem Bioimager Screen detektiert.
Krebs-Ringer-Lo¨sung 120 mM NaCl oder KCl
4,7 mM KCl oder NaCl
2,2 mM CaCl2
1,2 mM MgCl2
10 mM HEPES pH = 7
0,18% Glucose
±10 mM Glycylglycin pH = 9
±10 mM MES pH = 5,5
3.13 Rekonstitution
3.13.1 Gewinnung der H+-ATPase
Die Expression der H+-ATPase erfolgte in dem H+-ATPase defizienten E. coli Stamm DK8. Dieser wurde
mit dem Vektor pSK11 transformiert. Hierbei handelt es sich um einen e. coli Expressionsvektor in den das
unc Operon (ATPase Operon) mit einem N-terminaler His-Tag einkloniert ist. Fu¨r die Expression werden
die Bakterien in Minimalmedium heran gezogen. Als Antibiotikum wird Ampicillin verwendet.











50 mg/L Isoleucin, Valin, Asparagin (in NaOH) und Thymin
0,5% (v/v) Glycerin
Die Kultivierung erfolgt bei 37◦C fu¨r 48 h bis zu einer OD600 von 1,3. Die Bakterien werden anschließend
bei 6.000 x g fu¨r 10 min sedimentiert und direkt weiterverarbeitet oder bei -80◦C gelagert. Der Aufschluss
der Bakterien erfolgt durch Resupension in kaltem TMG Puffer (0,3 g Bakterien/ml) und Ultraschall ( Stab,
Amplitude 100, cycle 1). Hierfu¨r werden die Bakterien fu¨r 6 Minuten im Eisbad beschallt. Die Zelltru¨mmer
werden durch Zentrifugation bei 20.000 x g fu¨r 10 Minuten abgetrennt. Zur Isolation der Membranvesikel
wird der U¨berstand bei 278.000 x g und 4◦C fu¨r 75 min ultrazentrifugiert. Die Membranvesikel werden zur
fraktionierten Solubilisierung zuerst in Isolationsmedium mit 0,8% Octyl-β-D-glucopyranosid resuspendiert
und fu¨r 2 min bei 37◦C inkubiert, im Anschluss 4 min geschu¨ttelt, erneut 1 min bei 37◦C inkubiert und 1
min geschu¨ttelt. Durch Zentrifugation fu¨r 60 min bei 278.000 x g und 4◦C werden Oberfla¨chenproteine von
den Membranvesikeln getrennt. Das Pellet wird mit Isolationsmedium und 2% Octyl-β-D-glucopyranosid
resuspendiert, fu¨r 4 min bei 37◦C inkubiert, 4 min geschu¨ttelt, 1 min inkubiert und 1 min geschu¨ttelt.
Durch erneute Zentrifugation bei 278.000 x g und 4◦C fu¨r 60 min werden die F0F1 Komplexe von den
Membranvesikeln abgetrennt.





Isolationsmedium 30 mM TES/NaOH pH 8,0
150 mM KCl
5 mM MgCl2




Die so erhaltene lo¨sliche Fraktion mit den FOF1 Komplexen wird mit 500 µl in Waschpuffer a¨quilibrierten
Co2+-Beads (50 % Susupension) u¨ber Nacht bei 4◦C drehend inkubiert. Das Gemisch wird anschließend
auf eine leere Sa¨ule gegeben, mit 15 ml Waschpuffer gewaschen und mit 5 ml Elutionspuffer in Fraktionen









3.13.2 Gewinnung von Sialin und VGlut2
Sialin und VGlut2 wurdne als pUltra-Bac Plasmid (mit einem zusa¨tzlichen EGFP unter einem zweiten
Promoter) kloniert und in DH10bac zur Gewinnung von Bacmid DNA transformiert. Alle Schritte erfol-
gen nach dem Protokoll von Invitrogen. Die Bacmid DNA wird mittels CellFECTINTM Reagenz in SF9
Zellen transfiziert, 72 h nach Transfektion werden die Viren aus den U¨bersta¨nden der Zellen gewonnen.
Die Titerbestimmung (pfu/ml) der Viren erfolgt u¨ber das EGFP Protein. Hierzu werden verschiedene Ver-
du¨nnungen 10−3-10−7 des Virusu¨berstandes auf HighFive Zellen in 96-well Platten gegeben und 48 h nach
Zugabe durch Fluoreszenzmikroskopie u¨berpru¨ft. Der Titer entspricht der Virusverdu¨nnung bei der noch 50
% der Zellen eine Infektion zeigen. Zur Bestimmung der MOI (Multiplicity of infection) wird der Virus in
verschiedenen Konzentrationen und fu¨r verschiedene Zeitra¨ume (24 - 96 h) auf HighFive Zellen gegegeben
und die beste Expression des Proteins wird quantitativ u¨ber Western Blot Signal gegen das His-Tag des
Proteins bestimmt. Fu¨r Sialin und VGlut2 wurden eine MOI von 3,5 und eine Expressionszeit von 48-72 h
ermittelt. Nach Infektion der Zellen mit Virus werden die Zellen geerntet und bei 1000 x g fu¨r 10 Minuten
pelletiert. Die Zellpellets ko¨nnen so bei -80◦C aufbewahrt werden. Zur Aufreinigung der Proteine werden
die Zellpellets (Zellen aus 15-20 10 cm Schalen) in 12 ml Resuspensionspuffer resuspendiert und mit dem
Ultraschallstab (Amplitude 100, cycle 100 fu¨r 6 Minuten auf Eis unter mehrmaligem Schu¨tteln beschallt.
Zur Sedimentation der Zelltru¨mmer wird die Lo¨sung bei 1000 x g, 4◦C fu¨r 10 min zentrifugiert. Der U¨ber-
stand wird bei 160.000 x g, 4◦C fu¨r eine Stunde ultrazentrifugiert um die Membranfraktion zu erhalten.
Die Membranfraktion (Pellett) wird in Solubilisierungspuffer resuspendiert (maximal 2 mg Protein pro ml)
und 30 Minuten bei 4◦C schu¨ttelnd inkubiert. Es erfolgt anschließend eine Ultrazentrigugation bei 260.000
x g, 4◦C fu¨r 30 min.
Resupensionspuffer 20 mM TRIS-HCl pH 8
0,1 M Kalium-Acetat
10 % (v/v) Glycerin
0,5 mM DTT
10 µg/ml Pepstatin und Leupeptin
Solubilisierungspuffer 20 mM MOPS-TRIS pH 7
10 % (v/v) Glycerin




Der U¨berstand wird mit 250 µl, in Waschpuffer a¨quilibrierten, Co2+-Beads U¨N bei 4◦C drehend inkubiert.
Das Gemisch wird auf eine leere Sa¨ule gegeben, mit 15 ml Waschpuffer gewaschen und mit 5 ml Eluti-
onspuffer in Fraktionen a` 500 µl eluiert. Die Aufreinigung wird anschließend mit einem Coomassiegel und
Western Blot u¨berpru¨ft.
Waschpuffer 20 mM MOPS-TRIS pH 7
20 % (v/v) Glycerin
5 mM Imidazol
1 % Octyl-β-D-glucopyranosid
Elutionspuffer 20 mM MOPS-TRIS pH 7




Fu¨r die Rekonstitution wird zuerst Phosphatidylcholin in Chloroform gelo¨st und großfla¨chig mittels eines
Rotationsverdampfers eingeengt. Das Lipid wird dann in Resuspensionspuffer mit einer Endkonzentrati-
on von 10 mg/ml wieder aufgenommen und so lange auf Eis beschallt (Ultraschallstab, Amplitude 100,
cycle 100) bis die Lo¨sung klar ist. Die Stocklo¨sung kann aliquotiert bei -20◦C gelagert werden. Fu¨r die
Rekonstitutuion werden 0,5 mg (50 µl) Lipid verwendet. Es werden 40-100 µg aufgereinigtes Sialin mit 90
µg H+-ATPase und 0,5 µg Lipid gemischt. Bei -80◦C fu¨r 10 Minuten eingefroren, direkt wieder aufgetaut
(im 37◦C Wasserbad) und mindestens 30-fach mit Rekonstitutionspuffer unter Schwenken verdu¨nnt. Im
Anschluss erfolgt eine Ultrazentrifugation bei 200.000 x g, 4◦C fu¨r eine Stunde. Das Liposomenpellet wird
in 200-400 µl Rekonstitutionspuffer (ohne DTT) wieder aufgenommen, beschallt bis die Lo¨sung klar ist und
in Aliquots von 15-20 µl bei -80◦C gelagert.
Resuspensionspufferspuffer Lipide 20 mM MOPS-TRIS pH 7
0,5 mM DTT
Rekonstitutionspuffer 20 mM MOPS-TRIS pH 7
0,1 M Kalium-Acetat
5 mM Magnesium-Acetat
± 0,5 mM DTT
3.13.4 Rekonstitution: Transportversuche
Fu¨r die Transportversuche mit Aspartat, Glutamat und NAAG werden 3-5 µg Proteoliposomen in 200-
400 µl Rekonstitutionspuffer (siehe oben) und 4 mM KCl verdu¨nnt und fu¨r 2 min bei 27◦C vorinkubiert.
Danach werden 2 mM ATP zugegeben und fu¨r weitere 2 min inkubiert, die Reaktion wird dann durch
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Zugabe von [14C]–Aspartat, [14C]–Glutamat oder [14C]–NAAG in verschiedenen Konzentrationen gestartet.
Zu verschiedenen Zeitpunkten (1, 3, 5 min) werden je 100 µl Probe entnommen und u¨ber eine Sephadex
G50 Sa¨ule gegeben. Der Durchfluss wird anschließend durch Flu¨ssigszintillation gemessen. Als Leerwert
wird radioaktive Substanz u¨ber die Sephadex-Sa¨ule gegeben und gemessen, als negativ Kontrolle wird ATP
weggelassen. Fu¨r die Aufnahme von Sialinsa¨ure werden die Proteoliposomen in MES-Puffer verdu¨nnt, die
Reaktion durch Zugabe an Sialinsa¨ure gestartet und die Aufnahme wie oben detektiert.








Wie einleitend beschrieben, existieren zwei bekannte Synthetasen zur Darstellung von NAAG. Da die Syn-
thetase I schon vorher hinla¨nglich untersucht worden ist75, 19, sollte hier ein Schwerpunkt auf die genauere
Untersuchung der Synthetase II gelegt werden. Die Untersuchungen umfassen die biochemische Charakte-
risierung zur Rolle im Metabolismus und die Untersuchung der synthetisierten Peptide im zentralen und
peripheren Nervensystem von Ma¨usen, sowie Analysen in dem ko Mausmodell der Synthetase II. NAAGS-II
wird in allen Sa¨ugerarten gefunden, außerdem auch in Xenopus tropicalis. Sie ist in allen Spezies hochkonser-
viert. In den meisten “Nicht-Sa¨uger” Genomen sind fast nur homologe Sequenzen zur NAAGS-I zu finden19.
NAAGS-II wird in Zellen cytosolisch exprimiert. Der Western Blot der Fraktionierung von Zellhomogena-
ten, die mit pFLAG-NAAGS-II transfiziert wurden, zeigt ein Signal fu¨r das FLAG-Protein im Sediment
(1000 x g Pellet (P)) und in der cytosolischen Fraktion (Cyt.), aber nicht in der Membranfraktion (Mem.)
(siehe Abbildung 4.1 A). In der Kontrolle, in denen die Zellen mit pcDNA3 transfiziert wurden, gibt es
kein Signal. Die Immunofluoreszenz von Zellen, die mit pEGFP-NAAGS-II transfiziert wurden, zeigen ein
cytosolisches Signal in der ganzen Zelle (siehe Abbildung 4.1 B).
Abbildung 4.1: Western Blot und Immunofluoreszenz der NAAGS-II. Gezeigt sind der Western
Blot der fraktionierten Zellhomogenate von HEK-293T Zellen, die transient mit pFLAG-NAAGS-II oder, als
Kontrolle, mit pcDNA3 transfiziert wurden (A) und die Immunofluoreszenz von CHO-K1 Zellen, die mit
pEGFP-NAAGS-II transfiziert wurden (B). (Abbildung entnommen und modifiziert aus Lodder-Gadaczek et
al., 201120)
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4.1 Identifizierung von NAAG2
4.1.1 Metabolische Markierung von transfizierten Zellen
Da eine Reinigung von lo¨slichem, aktiven NAAGS-II Protein aus E.coli nicht mo¨glich war, da das Protein
in unlo¨slichen “inclusion bodies” vorlag, konnten keine Enzymaktivita¨tstests mit nativem Protein durchge-
fu¨hrt werden. Zur Untersuchung der Aktivita¨t von NAAGS-II wurde deshalb die metabolische Markierung
von transfizierten Zellen durchgefu¨hrt. Die Zellen wurden transient mit den Plasmiden der Synthetasen und
dem NaDC3 Transporter transfiziert und anschließend u¨ber Nacht mit radioaktiv markiertem [14C]-NAA
behandelt. Nach Peptidextraktion mit 90%igem Methanol konnten die markierten Substanzen du¨nnschicht-
chromatographisch (Laufmittel: CHCl3: HAc: H2O [9:5:1; v/v/v]) untersucht werden.
Abbildung 4.2: Metabolische Markierung von Zellen. CHO-K1 Zellen wurden transient mit dem
Plasmid fu¨r den NAA Transporter (NaDC3) und den Plasmiden fu¨r die Synthetasen oder einem irrelevanten
Plasmid (Kontrolle) transfiziert. Nach metabolischer Markierung mit [14C]-NAA fu¨r 16 h wurden die Zellen
mit Methanol extrahiert, die Extrakte getrocknet und du¨nnschichtchromatographisch (Laufmittel: CHCl3: HAc:
H2O [9:5:1; v/v/v]) analysiert. Im Gegensatz zur NAAGS-I produziert die NAAGS-II eine weitere, NAA-haltige
Substanz (X) neben dem Hauptprodukt NAAG. (Abbildung entnommen und modifiziert aus Lodder-Gadaczek
et al., 201120)
Das Bandenmuster in Abbildung 4.2 zeigt, dass die NAAGS-II neben dem Hauptprodukt NAAG noch
eine weitere Substanz (X) synthetisiert, die nicht von der NAAGS-I gebildet wird. Im gezeigten Versuch
wurden die Plasmide der Synthetasen zusammen mit dem NAA Transporter transfiziert und mit [14C]-NAA
markiert. Dieses la¨sst darauf schließen, dass es sich bei der unbekannten Substanz um eine NAA haltige
Substanz handeln muss.
4.1.2 Nachweis und Identifizierung von asu-NAAG
In der Literatur wird von Brovia et al.76 beschrieben, dass eine cyclische Form von NAAG auch im murinen
Nervensystem zu finden ist. Es wurde untersucht ob asu-NAAG (N-Acetylsuccinimidylglutaminsa¨ure) auch
durch die Synthetasen produziert wird und es sich hierbei eventuell um die noch nicht bekannte Substanz
X handelt, die von NAAGS-II synthetisiert wird.
Zuerst wurde NAAG in einer intramolekularen Kondensationsreaktion zu asu-NAAG umgewandelt (Ab-
bildung 4.3) und dieses du¨nschichtchromatographisch nachgewiesen. Auf der HPTLC konnten nach Auf-
tragung und du¨nnschichtchromatographischer Trennung (Laufmittel: CHCl3: HAc: H2O [9:5:1; v/v/v]) bei
einer UV-Adsorption von 215 nm zwei Banden detektiert werden (nicht gezeigt). Zur genaueren Untersu-
chung wurde nach den Angaben von Brovia et al.76 eine HPLC-Messung durchgefu¨hrt. Hierzu wurde eine
Nucleosil-Sa¨ule verwendet. Als mobile Phase wurde 50 mM KH2PO4 (pH = 3) mit einer Flussrate von 0,7
ml/min und einer Laufzeit von 20 min verwendet. Detektiert wurde mit UV bei 214 nm. NAAG konnte nach
8,5 min detektiert werden, NAA nach 5,2 min und asu-NAAG nach 14,8 min (Abbildung 4.4 A). Zur U¨ber-
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Abbildung 4.3: Synthese von asu-NAAG. In einer intramolekularen Kondesationsreaktion wird ein
Wassermoleku¨l abgespalten und NAAG zu einem Imid zyklisiert. Die Synthese erfolgt bei 110◦C fu¨r 2h.
pru¨fung der Synthese wurde außerdem die Ru¨ckreaktion durch Zugabe von 225 mM Natrium-Boratlo¨sung
(pH = 10,2) u¨ber Nacht bei 37◦C durchgefu¨hrt. Hierbei bildet sich neben dem NAAG in α-Form auch
β-NAAG. Nach vollsta¨ndiger Umsetzung erha¨lt man einen Doppelpeak (8,2 und 8,7 min) fu¨r β- und α-
NAAG. In Abbildung 4.4 B wurden die Produkte der Ru¨ckreaktion (gru¨n) im HPLC-Spektrum zusa¨tzlich
eingezeichnet. Konzentrationsabha¨ngig verschieben sich die Signale leicht im Spektrum, deswegen liegen
NAAG (rot) und das entstanden α-NAAG nicht exakt u¨bereinander.
Abbildung 4.4: HPLC-Messung von asu-NAAG. Im linken Spektrum (A) sind NAAG, NAA und asu-
NAAG in gleichen Konzentrationen gemessen. Im rechten Spektrum (B) sind zusa¨tzlich die Produkte β- und
α-NAAG (gru¨n) der Ru¨ckreaktion von asu-NAAG eingezeichnet.
Im HPLC-Spektrum von Peptidextrakten aus Zellen, die transient mit den Plasmiden der Synthetasen
NAAGS-I oder NAAGS-II und NaDC3 transfiziert wurden konnten nach Markierung mit [14C]–NAA u¨ber
Nacht keine Unterschiede im Spektrum identifiziert werden (Abbildung 4.5). Fu¨r die Versuche wurden
gleiche Zellzahlen verwendet. Die Menge an asu-NAAG, falls vorhanden, muss so gering sein, dass sie
nicht detektiert werden konnte. Zur U¨berpru¨fung wurden die Proben, nach der Messung mit NAAG und
asu-NAAG dotiert (rot) und erneut vermessen. Die gemessenen HPLC-Spektren lassen außerdem darauf
schließen, dass es sich bei X nicht um asu-NAAG handelt, da dort kein Signal gemessen werden konnte und
das X chemisch so a¨hnlich zu NAAG sein muss, dass es keine oder kaum Unterschiede im HPLC-Spektrum
macht. Dies bedeutet dass die Ladungsverha¨ltnisse nicht stark von denen von NAAG abweichen du¨rfen.
Auch im ESI-MS Spektrum der Peptidextrakte aus Zellen, die transient mit Plasmiden fu¨r NAAGS-I oder
NAAGS-II und Nat8L transfiziert wurden, konnten keine Unterschiede bezu¨glich der Synthese von asu-
NAAG gefunden werden (Abbildung 4.6). Die Masse von m/z = 285 ist in beiden Peptidextrakten gleich
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Abbildung 4.5: HPLC-Messung in transfizierten Zellen. Peptidextrakte von transfizierten Zellen mit
den Plasmiden fu¨r NAAGS-I (B) und II (A) und NaDC3 wurden nach Markierung mit NAA mit HPLC
vermessen (blau). Zur U¨berpru¨fung wurden die Proben mit NAAG und asu-NAAG dotiert (rot). In B) ist
zusa¨tzlich das Spektrum vom Peptidextrakt untransfizierter Zellen zu sehen (gru¨n).
vertreten und entspricht zum gro¨ßten Teil nicht zyklisiertem NAAG - H2O. Dies tritt als Nebenprodukt
bei der ESI-MS Messung auf und ist auf die Ionisierung der Probe zuru¨ckzufu¨hren. Es entspricht außerdem
dem Hauptprodukt der Fragmentierung von NAAG. Da asu-NAAG dieselbe Masse hat, ist nur eine Unter-
scheidung u¨ber HPLC mo¨glich. Die gezeigten Ergebnisse zur Untersuchung von asu-NAAG deuten darauf
hin, dass es sich bei X nicht um dieses Peptid handelt.
Abbildung 4.6: ESI-MS von asu-NAAG in Zellextrakten. ESI-Spektren von Zellextrakten transfizier-
ter Zellen, die NAAGS-II (A) und die NAAGS-I (B) und die NAA Synthase (Nat8L) exprimieren. Es wurden
gleiche Zellzahlen verwendet. Die Signale von NAAG, NAAG-H2O und NAA, sowie von Glu-H2O sind deutlich
zu erkennen. Zwischen den Spektren gibt es in dem gezeigten Massenbereich keine Unterschiede im Muster und
Intensita¨tsverha¨ltnissen der Signale.
4.1.3 Hydrolyse und Verdau von X
Um die unbekannte Substanz X weiter zu untersuchen, wurde diese pra¨parativ aus der metabolischen Mar-
kierung (siehe Methodenteil) zusammen mit NAAG gewonnen. Zur weiteren Untersuchung wurde zuerst
eine saure Hydrolyse beider Substanzen durchgefu¨hrt. Um enthaltene Aminosa¨uren identifizieren zu ko¨n-
nen, wurden hierfu¨r NAAG und X aus der metabolischen Markierung von Zellen isoliert, die mit dem
Plasmiden fu¨r die NAAGS-II und die NAA-Synthase transfiziert wurden und mit [14C]-Glutamat mar-
kiert wurden. So wurde gesichert, dass jede enthaltene Aminosa¨ure detektiert werden kann. Zur Trennung
der Aminosa¨uren wurde das Hydrolyseprodukt du¨nnschichtchromatographisch in einem Laufmittel aus n-
Butanol: HAc: H2O [12:3:5; v:v:v] analysiert. Die TLC zeigt die gleichen Banden, die den Aminosa¨uren
Glutamat und Aspartat zugeordnet werden ko¨nnen, fu¨r X wie auch fu¨r NAAG (siehe Abbildung 4.7 A).
Auffa¨llig war hierbei, dass die Intensita¨t der Glutamatbande bei der Hydrolyse von X sta¨rker war als bei
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Abbildung 4.7: Saure Hydrolyse von NAAG und X. A) Exemplarische TLC der sauren Hydrolyse
von NAAG und X. NAAG und X wurden mit 6M HCl bei 110◦C sauer hydrolysiert (+) und die entstandenen
Aminosa¨uren wurden du¨nnschichtchromatographisch (n-Butanol:Ac: H2O 12:3:5) getrennt. Die Aminosa¨uren
beider Substanzen haben das gleiche Laufverhalten wie Aspartat und Glutamat. Das Signal fu¨r Glutamat
nach Hydrolyse von X scheint im Gegensatz zu dem Signal von hydrolysiertem NAAG versta¨rkt zu sein.
B) Quantitative Auswertung der Verha¨ltnisse von Aspartat und Glutamat in NAAG und X (Mittelwert +/-
SD (n = 4) aus vier unabha¨ngigen Experimenten. C) Sowohl NAAG als auch X wurden in Citratpuffer mit
verschiedenen Mengen an CPY (0,1 und 1 unit) verdaut und die Produkte du¨nnschichtchromatographisch
analysiert. Die TLC zeigt NAA als Produkt von NAAG und NAAG und NAA als Produkte von X. (Abbildung
entnommen und modifiziert aus Lodder-Gadaczek et al., 201120)
NAAG. Aufgrund dessen wurden die Banden fu¨r Aspartat und Glutamat in vier unabha¨ngigen Versuchen
quantifiziert. Das Verha¨ltnis von Glutamat zu Aspartat zeigt fu¨r X einen gro¨ßeren Wert als fu¨r NAAG,
dieses zeigt, dass X verha¨ltnisma¨ßig mehr Glutamat entha¨lt als NAAG (siehe Abbildung 4.7 B). Dies war
ein erstes Indiz dafu¨r, dass es sich bei X eventuell um ein N-acetyliertes Tripeptid mit einem Aspartat-
und zwei Glutamat-Resten handelt. Um diese Hypothese weiter zu untersuchen, wurden mit NAAG und
X verschiedene Behandlungen mit Carbxypeptidase Y (CPY) durchgefu¨hrt. NAAG und X wurden hierbei
aus der metabolischen Markierung von Zellen gewonnen, die mit den Plasmiden fu¨r NAAGS-II und NaDC3
transfiziert und mit [14C]-NAA wurden. CPY schneidet Peptide unspezifisch nach jeder Aminsosa¨ure. Der
enzymatische Verdau mit verschiedenen Konzentrationen an CPY zeigte nach du¨nnschichtchromatographi-
scher Trennung NAA als Produkt fu¨r NAAG und NAAG und NAA als Produkte fu¨r X (Abbildung 4.7 C).
Durch die Behandlung von X mit 0,1 unit CPY wurden nur NAAG gebildet, erst hohe Konzentrationen
an CPY (1 unit) fu¨hrten zu einer Bildung von NAA. Glutamat konnte aufgrund der Markierung mit [14C]-
NAA nicht detektiert werden. Dieses la¨sst darauf schließen, dass X aus einem NAAG mit einer zusa¨tzlichen
Glutamat besteht. Es wurde daufhin untersucht, ob es sich bei dem zweiten Produkt der NAAGS-II um
das Tripeptid N-Acetylaspartylglutamylglutamat (NAAG2) handelt.
4.1.4 Vergleichende du¨nnschichtchromatographische Analyse von X und NAAG2
Um die Hypothese zu beweisen, dass es sich bei X um das Tripeptid NAAG2 handelt, wurde das Peptid
synthetisiert. Das synthetisierte Peptid und Peptidextrakt von Zellen, die mit den Plasmiden fu¨r NAAGS-
II und NaDC3 transfiziert und mit [14C]–NAA markiert wurden, wurden du¨nnschichtchromatographisch
aufgetrennt (CHCl3:HAc:H2O [9:5:1; v:v:v]) und mit dem Bioimager und bei einer UV-Adsorption von 200
nm detektiert. In der Abbildung 4.8 ist zu sehen, dass X und NAAG2 das gleiche Laufverhalten zeigen.
39
Kapitel 4. Untersuchung der NAAG
Synthetase II
Abbildung 4.8: UV-Adsorption von X. Die du¨nnschichtchromatographischen Trennung von Peptidex-
trakten von Zellen, die mit den Plasmiden fu¨r NAAGS-II und NaDC3 transfiziert und mit [14C]–NAA markiert
wurden (A), wurde mit einem Bioimager Screen sichtbar gemacht. Im Vergleich wurde ein UV-Scan bei 200 nm
in Gegenwart (B) und Abwesenheit (C) von synthetischen NAAG2 gemacht. X und NAAG2 zeigen das gleiche
Laufverhalten. (Modifiziert nach Lodder-Gadaczek et al., 201120)
4.2 Untersuchung von NAAG2 in transfizierten Zellen
Zur weiteren Charakterisierung von NAAG2 als weiteres Produkt der NAAGS-II wurde untersucht, ob sich
das Tripetid auch in ESI-MS Messungen der Peptidextrakte von transfizierten Zellen wiederfinden la¨sst.
Gezeigt sind die ESI-MS Spektren der Peptidextrakte von transfizierten Zellen, die die NAAGS-II (A)
oder NAAGS-I (B) und Nat8L exprimieren (Abbildung 4.9). Es wurden gleiche Zellzahlen verwendet. Die
Masse von m/z = 432, die der theoretisch berechneten Masse von [M-H+] von NAAG2 entspricht, ist nur im
Peptidextrakt der NAAGS-II zu finden. Das Fragmentierungsmuster entspricht dem des NAAG2-Standards
(siehe Anhang B.1) und ist in Abbildung 4.9 C strukturell aufgeschlu¨sselt. Auch hier wird vom Peptid
zuerst das Wasser der sauren Gruppen abgespalten, wie auch bei NAAG. Als Ionisierungsprodukt erha¨lt
man außerdem NAAG-H2O (m/z = 285). NAAG2 konnte nur in Peptidextrakten von Zellen nachgewiesen
werden, die die NAAGS-II exprimieren und NAA enthalten. Zur Quantifizierung der Mengen an NAAG
und NAAG2 in transfizierten Zellen wurden HEK 293 Zellen mit den Plasmiden fu¨r die NAAGS-II und
Nat8L oder NaDC3 transfiziert. Im Fall von NaDC3 exprimierenden Zellen wurde 10 mM NAA in das
Kulturmedium gegeben. Die methanolischen Extrakte wurden 48 h nach Transfektion pra¨pariert und mit
HPLC/ESI-MS vermessen (Abbildung 4.10). NAAG wurde durch das UV-Signal der HPLC mit einem
externen Standard quantifiziert, NAAG2 u¨ber ESI-MS (m/z = 432) mit einem synthetischen externen
Standard. Das Detektionsminimum fu¨r NAAG lag bei 0,006 µmol/g Protein, fu¨r NAAG2 bei 0,5 nmol/g.
Zur Quantifizierung wurden drei unabha¨ngige Versuche durchgefu¨hrt und ausgewertet. Als Kontrolle wurde
das Plasmid fu¨r NAAGS-II alleine transfiziert und es konnte kein NAAG detektiert werden. In Zellextrakten
von Zellen, die NAAGS-I und Nat8L exprimieren, konnte kein Signal fu¨r NAAG2 detektiert werden.
Die Quantifizierung zeigt, dass in Zellextrakten die Menge an NAAG2 viel niedriger ist als die Menge an
NAAG. Dies bedeutet, dass NAAG das Hauptprodukt der NAAGS-II ist. Auffa¨llig war bei dieser Versuchs-
reihe, dass es eine gegensa¨tzliche Verteilung von NAAG und NAAG2 bei den unterschiedlichen Transfek-
tionen gibt. Bei einem großem Angebot an NAA (durch Transfektion mit NaDC3 und Zugabe von 10 mM
NAA ins Medium, vergleiche Abbildung 4.10 C) wurde im Vergleich mit einem kleineren Angebot an NAA
(durch Synthese in der Zelle) mehr NAAG, aber weniger NAAG2 gebildet.
40
Kapitel 4. Untersuchung der NAAG
Synthetase II
Abbildung 4.9: ESI-MS Spektrum von Peptidextrakten transfizierter Zellen zur Identifizierung
von NAAG2. Die Peptidextrakte von HEK 293 Zellen, die mit den Plasmiden fu¨r die NAAGS-II und I
und Nat8L transfiziert wurden, wurden mittels ESI-MS vermessen. Im Spektrum der NAAGS-II (A) ist eine
Masse von m/z = 432 zu detektieren, die im Spektrum von NAAGS-I (B) fehlt. Dieses Signal entspricht der
berechneten Masse von [M-H+] von NAAG2. Das gezeigte Fragmentierungsmuster entspricht dem Fragmen-
tierungsmuster des NAAG2 (C) und stimmt mit der Fragmentierung des NAAG2 Standards u¨berein (siehe
Anhang B.1). (Modifiziert nach Lodder-Gadaczek et al., 201120)
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Abbildung 4.10: Quantifizierung von NAAG und NAAG2 in transfizierten Zellen. Quantifizierung
von NAAG (A) und NAAG2 (B) in Peptidextrakten von transfizierten Zellen. Die HEK 293 Zellen wurden
entweder mit den Plasmiden fu¨r die NAAGS-II und Nat8L oder NaDC3 transfiziert und mit 10 mM NAA
(*) im Medium inkubiert (C,D). Im Vergleich wird mehr NAA von den Zellen aufgenommen, als durch Nat8L
synthetisiert wird (C). Die Fragmentierung von NAAG2 stimmt mit den vorherigen Versuchen u¨berein (D).
Die Quantifizierung wurde bei NAAG u¨ber das UV-Signal der HPLC mittels externem Standard, fu¨r NAAG2
durch das Signal im ESI/MS-Spektrum durchgefu¨hrt. Die Werte entsprechen den Mittelwerten mit Standard-
abweichungen aus drei unterschiedlichen Versuchen (n = 3, Mittelwert +/- SD). Die gestrichelten Linie in A)
und B) entsprechen dem Detektionsminimum. (Modifiziert nach Lodder-Gadaczek et al., 201120)
4.3 Untersuchungen zum Metabolismus von NAAG2
4.3.1 Nachweis von NAAG2 in Mausgewebe
Zur Untersuchung, ob NAAG2 eine physiologische Rolle zugeschrieben werden kann, wurde zuerst unter-
sucht ob sich NAAG2 im Mausgewebe finden la¨sst. Hierzu wurden Peptidextrakte von verschiedenen Gewe-
ben angefertigt und mit ESI-MS gemessen. Ionen mit einem m/z-Wert von 432 wurden dabei fragmentiert.
Leberextrakt wurde als Negativkontrolle verwendet, da dort kein NAAG zu finden ist. Wie die ESI-MS
Messung des Peptidextrakts von Ischiasnerven im Vergleich mit dem der Leber zeigt, kann ein m/z = 432
fu¨r [NAAG2-H
+] neben NAAG (als [NAAG-H+] und [NAAG-H2O]) detektiert werden (Abbildung 4.11 A).
Die Fragmentierung zeigt dasselbe Muster wie in Peptidextrakten von Zellen, die mit NAAGS-II und Nat8L
transfiziert wurden und stimmt mit dem NAAG2-Standard u¨berein (Abbildung 4.11 B). NAAG2 kann im
gesamten zentralen und peripheren Nervensystem von Ma¨usen gefunden werden (vergleiche Abschnitt 4.4).
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Abbildung 4.11: Nachweis von NAAG2 im Ischiasnerv. ESI-MS Spektrum von Peptidextrakten aus
Ischiasnerv und Leber. Ein m/z = 432 fu¨r NAAG2 wird im Peptidextrakt von Ischiasnerven gefunden, nicht aber
im ESI-MS Spektrum der Leber (A). Die Fragmentierung (B) zeigt dasselbe Muster wie die Fragmentierung
vom NAAG2-Standard und von Peptidextrakten aus Zellen die mit NAAGS-II und Nat8L transfiziert wurden
(Abbildung 4.9). Das m/z = 414 entspricht dabei [NAAG2-H2O], m/z = 396 [NAAG2-2H2O] und m/z = 285
[NAAG-H2O].
4.3.2 Hydrolyse von NAAG2 und NAAG durch GCPII und GCPIII
Bekannt ist, dass die Glutamatcarboxypeptidasen II und III befa¨higt sind NAAG zu Glutamat und NAA
zu hydrolysieren. Dabei hat GCPII die ho¨here Aktivita¨t77, 54, 56. Dieser Prozess dient einem kontrollierten
Abbau von NAAG im zentralen Nervensystem. Hier wurde untersucht, ob auch NAAG2 ein spezifisches
Substrat der Carboxypeptidasen ist.
4.3.2.1 Hydrolyse durch GCPII
Die Hydrolyse der Peptide durch GCPII wurde durch du¨nnschichtchromatographische Trennung der Hydro-
lyseprodukte und anschließender Quantifizierung der Signale analysiert. Verwendet wurden fu¨r die Versuche
pra¨parativ aufgereinigtes NAAG und NAAG2, welche durch metabolische Markierung mit [
14C]–NAA von
Zellen gewonnen wurden, die mit den Plasmiden fu¨r NAAGS-II und NaDC3 transfiziert wurden. Fu¨r die
Bestimmung enzymkinetischer Parameter wurden Messungen mit verschiedene Mengen an NAAG und
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NAAG2 gemacht (0-50 µM). Diese waren mit einer konstanten Menge an radioaktiver Sustanz gemischt.
Nach Inkubation bei 37◦C wurden Aliquots der Reaktion zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen, die
Reaktion durch Erhitzen gestoppt und die Proben auf eine TLC aufgetragen. Nach du¨nnschichtchroma-
tographischer Trennung (Laufmittel CHCl3: HAc: H2O [9:5:1; v/v/v]) konnten die Signale quantifiziert
werden.
Abbildung 4.12: Hydrolyse durch GCPII. Gezeigt sind die kinetischen Eigenschaften der Hydrolyse von
NAAG und NAAG2. Zu sehen ist die Zunahme an hydrolysiertem Substrat u¨ber die Zeit bei unterschiedli-
chen Substratkonzentrationen. Hierbei zeigen NAAG und NAAG2 a¨hnliches Verhalten (A,B). Der Screen der
TLC nach du¨nnschichtchromatographischer Trennung der Hydrolyseprodukte zeigt den Abbau von NAAG und
NAAG2 u¨ber die Zeit und die Quantifizierung von NAAG im Abbau von NAAG2 (n = 4, Mittelwert +/- SD)
(C). Der Michaelis-Menten-Plot (D) zeigt a¨hnliches Substrateigenschaften von NAAG und NAAG2 (n = 2,
Mittelwert +/- SD). Der ermittelte KM und Vmax-Wert fu¨r NAAG betragen 14 µM und 17 pmol/h und fu¨r
NAAG2 16 µM und 23 pmol/h. (Teile der Abbildung entnommen und modifiziert aus Lodder-Gadaczek et al.,
201120)
Es ist ein deutlicher Abbau von NAAG und NAAG2 u¨ber die Zeit zu sehen (Abbildung 4.12 C). Dabei
ensteht aus NAAG2 zuerst NAAG und dann NAA, wie die Quantifizierung des NAAG im NAAG2 Abbau
u¨ber die Zeit zeigt (Abbildung 4.12 C). Dies konnte auch schon in den Versuchen mit CPY gezeigt wer-
den (vergleiche Abschnitt 4.1.3). Die zeitliche Auftragung bei verschiedenen Konzentrationen stellt einen
konstanten Abbau von NAAG und NAAG2 (Abbildung 4.12 A,B) dar. Der Michaelis-Menten-Plot der
Hydrolyse (Abbildung 4.12, D) zeigt a¨hnliche kinetische Eigenschaften von NAAG und NAAG2. Die Be-
stimmung des KM - und Vmax-Wertes ergibt a¨hnliche Werte fu¨r NAAG und NAAG2. Berechnet aus dem
Michaelis-Menten Plot ergibt sich der KM und Vmax-Wert fu¨r NAAG zu 14 µM und 17 pmol/h und fu¨r
NAAG2 zu 16 µM und 23 pmol/h.
4.3.2.2 Hydrolyse durch GCPIII
Fu¨r die Untersuchungen zur Hydrolyse von NAAG und NAAG2 durch GCPIII wurde zuerst GCPIII als
pProtA-Plasmid kloniert. Hierfu¨r wurde die entsprechende Gen-Sequenz aus Maus cDNA amplifiziert und in
einen pProtA-Vektor kloniert. HEK 293 Zellen wurden anschließend transient mit dem Plasmid transfiziert
und das Protein ProtA-GCPIII aus dem Zelllysat mit IgG-Sepharose immunpra¨zipitiert (Abbildung 4.13).
Das pra¨zipitierte Protein wurde so direkt fu¨r die Hydrolyse verwendet. Hierfu¨r wurde die Sepharose in
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Abbildung 4.13: Immunpra¨zipitation von ProtA-GCPIII mittels IgG-Sepharose. Zur Aufkon-
zentrierung von GCPIII wurde dieses als pProtA-Plasmid in HEK-293 eingebracht und anschließend u¨ber
IgG-Sepharose pra¨zipitiert. Gezeigt sind 10% der Lysate von zwei verschiedenen Transfektionen (Lys 1 und
2), die fu¨r die IP gemischt wurden, 20% des U¨berstands nach Pra¨zipitation (DL) und 10% des Pra¨zipitats.
Als positiv Kontrolle (Ktr.) wurde Medium von ProtA-CST (Cerebrosid Sulfotransferase) exprimierenden und
sekretierenden Zellen (bekommen von Isabell Zech) verwendet.
Abbildung 4.14: Abbau von NAAG und NAAG2 durch GCPIII. Immunpra¨zipitiertes GCPIII wur-
de mit NAAG (A) oder NAAG2 (B) inkubiert und anschließend wurde der U¨berstand du¨nnschichtchroma-
tographisch analysiert. Hiefu¨r wurden immer 10% des U¨berstands zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen,
getrocknet und aufgetragen. Der Abbau der Peptide wurde u¨ber die Abnahme des Signals u¨ber die Zeit quan-
tifiziert. Hierfu¨r wurden die Signale mit der AIDA software quantifiziert und durch die eingesetzten Mengen
auf die cpm umgerechnet (n = 3, Mittelwert +/- SD). Es wurden insgesamt fu¨r jeden Versuch 300.000 cpm
NAAG und 200.000 cpm NAAG2 verwendet.
Puffer aufgenommen, die radioaktiv markierten Peptide wurden zugegeben und nach Inkubation bei 37◦C
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proben des U¨berstands abgenommen, getrocknet und du¨nnschicht-
chromatographisch untersucht. Die Abnahme des Signals wurde dabei quantifiziert. Es wurden fu¨r jeden
Versuch Peptidmengen mit 300.000 cpm Aktivita¨t fu¨r NAAG und 200.000 cpm fu¨r NAAG2 eingesetzt. Die
Auswertung zeigt (Abbildung 4.14), dass kein oder nur sehr wenig NAAG2 durch GCPII abgebaut wird.
Der Abbau von NAAG liegt nach 2 h bei ungefa¨hr 7 - 10%. Die Hydrolyse von NAAG durch GCPIII ist
uneffektiver als durch GCPII (nach 2 h bei 15 - 20%).
4.3.3 Transport von NAAG2 und NAAG durch Pept2
Pept2 ist ein hoch-affiner, Transporter fu¨r Di- und Tripeptide mit geringer Kapazita¨t, im Gegensatz zu
Pept1, der gering affin ist, aber eine hohe Kapazita¨t aufweist. Pept2 wird u¨berwiegend in der Niere ex-
primiert und dient zum Transport von Peptiden aus dem tubula¨ren Lumen. Es wurde gezeigt, dass der
Transporter aber auch im zentralen Nervensystem exprimiert wird34,78,79. Fu¨r NAAG ist bekannt, dass es
durch Pept2 transportiert werden kann80. Hier wurde untersucht, ob auch NAAG2 ein Substrat von Pept2
ist.
Zuerst wurde die cDNA des Transporters kloniert. Aufgrund der Gro¨ße wurde dies in zwei Teil-PCRs ge-
macht. Nach Isolation der einzelnen Fragmente, wurden diese in einer neuen PCR mit den a¨ußeren Primern
zu einem Fragment fusioniert. Die Pept2 cDNA wurde zuerst in einen pBlueskript-Vektor kloniert und
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Abbildung 4.15: Transport durch Pept2. Gezeigt ist die Quantifizierung durch Flu¨ssigszintillation nach
Transport der Substrate in die Zellen. (A) Transport von NAA durch NaDC3. NAAG und NAAG2 werden
nicht transportiert. (B) Transport von NAAG und NAAG2 durch Pept2. Die Aufnahme beider Peptide ist
konzentrationsabha¨ngig und vergleichbar. (C) Die NAAG2 Aufnahme kann durch Zugabe von NAAG inhibiert
werden und umgekehrt. Die Kontrollen entsprechen dabei der Aufnahme des entsprechenden [14C]–Peptids in
die Pept2 expremierenden Zellen und diese Menge wurde dabei auf 100% gesetzt. Alle gezeigten Ergebnisse
stammen aus vier unabha¨ngigen Experimenten ( n = 4, Mittelwert +/- SD). (D) TLC von Peptidextrakten der
Zellen nach Aufnahme von NAAG2. Es wurde NAAG2 Standard in unterschiedlichen Mengen (Spur 1 und Spur
2) und Peptidextrakte von Pept2 expremierenden Zellen aufgetragen, die mit NAAG2 behandelt wurden. Zu
sehen sin die Extrakte aus zwei verschiedenen Experimenten (Spur 3 und Spur 4). Das NAAG2 wurde wa¨hrend
des Versuchs nicht zu NAAG degradiert.(Modifiziert nach Lodder-Gadaczek et al., 201120)
anschließend in einen pEGFP Vektor umkloniert. Fu¨r den Transportassay wurden HEKT 293 Zellen mit
pEGFP-Pept2 oder pcDNA-NaDC3 transient transfiziert. Nach 20 h wurden die Zellen in einem sauren
oder neutralen Puffer mit den Substraten inkubiert, und die Aufnahme der Peptide wurde im Lysat der
Zellen durch Flu¨ssigszintillation gemessen oder du¨nnschichtchromatographisch dargestellt. Als Kontrolle
konnte gezeigt werden, dass der NaCD3-Transporter nur NAA transportiert (Abbildung 4.15 A). Pept2
ist in der Lage, sowohl NAAG als auch NAAG2 zu transportieren (Abbildung 4.15 B). Der Transport von
NAAG2 kann durch gro¨ßere Mengen an NAAG konzentrationsabha¨ngig inhibiert werden, sowie der Trans-
port von NAAG durch große Mengen an NAAG2 (Abbildung 4.15 C). Mit der TLC konnte gezeigt werden,
dass NAAG2 durch Pept2 aufgenommen wird und nicht ein Abbauprodukt, dass aus degradiertem NAAG2
enstehen ko¨nnte (Abbildung 4.15 D). Die gezeigten Ergebnisse beziehen sich auf vier unterschiedliche Ex-
perimente (n = 4, Mittelwert +/- SD).
4.4 NAA, NAAG und NAAG2 im zentralen und peripheren Ner-
vensystem
Zur weiteren Charakterisierung einer physiologischen Rolle von NAAG2 wurde untersucht, in welchen Men-
gen NAAG2 im zentralen und peripheren Nervensystem zu finden ist. Zusa¨tzlich wurde untersucht, ob
NAAG2 in NAAGS-II ko Ma¨usen tatsa¨chlich nicht synthetisiert wird und welche Unterschiede es in der
Menge von NAAG und NAA in wt, heterozygoten und ko Ma¨usen gibt. U¨ber die ESI-MS Messungen (Ab-
bildung 4.16 D) kann durch die Dotierung der Peptidextrakte mit einer definierten Menge 13C-markierten
Standard, sehr exakt die Menge an Peptiden in den Proben bestimmt werden (“Spiking”). Hierbei werden
die Signalintensita¨ten der Peptide mit denen der Standards verglichen und die Mengen u¨ber die vorgegebene
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Abbildung 4.16: Quantifizierung von NAA, NAAG und NAAG2im Gewebe. Durch ESI-MS Mes-
sungen der Peptidextrakten von verschiedenen Geweben in adulten Tieren (6-7 Monate, Weibchen) mit den
verschiedenen Genotypen (je Genotyp n = 3) wurde durch den Vergleich mit internem Standard eine Quan-
tifizierung von NAA (A), NAAG (B) und NAAG2 (C) durchgefu¨hrt. Bei der NAAG2 Messung ist die Quan-
tifizierung in NAAGS-II ko Tieren nicht gezeigt, da NAAG2 nicht detektiert werden konnte (siehe auch D).
Es wurden Medulla oblangata (Med. obl.), Stammhirn (SH), Cortex (Cx), Kleinhirn (KH), restliches Gehirn
(RH), Ru¨ckenmark (RM), Ischiasnerv (IN), optischer Nerv (ON) und Leber untersucht. NAA ist dabei in den
NAAGS-II ko Tieren im Cortex und im Kleinhirn verringert, NAAG im gesamten Nervensystem um 70%.
NAAG2 ist in NAAGS-II ko Tieren nicht mehr zu detektieren, in heterozygoten Ma¨usen liegt die Verringerung
bei 50%. Gezeigt sind die Mengen aus drei verschiedenen Tieren pro Genotyp ( n = 3, Mittelwert +/- SD).
Signifikante Vera¨nderungen gegenu¨ber den Mengen im wt sind mit * gekennzeichnet (Student’scher t-Test, p <
0,05, n = 3). Exemplarisch gezeigt sind Ausschnitte aus den Massenspektren von Peptidextrakten aus Medulla
Oblangata von wt und NAAGS-II ko Tieren im Vergleich mit dem Extrakt aus Leber (wt) (D). Der m/z Wert
fu¨r [NAAG-H+] von 303,3 ist im NAAGS-II ko nur noch halb intensiv, bei gleicher Intensita¨t des Standards
(m/z = 308,2) und in der Leber nicht zu detektieren. Der m/z Wert von 432,2 fu¨r [NAAG2 -H
+] existiert nur
in der Messung der Medulla oblangate im wt, der Standard (m/z = 437,3) zeigt hingegen a¨hnliche Intensita¨ten
in allen drei Messungen.
Menge des Standards bestimmt. Mo¨gliche Verluste bei der Pra¨paration der Peptidextrakte werden durch
die Zugabe der Standards schon bei der Homogenisierung des Gewebes, beru¨cksichtigt. Zur Quantifizierung
wurden die Peptidextrakte von drei verschiedenen Tieren (6-7 Monate, Weibchen) pro Genotyp in einer
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Doppelbestimmung gemessen. Der Standard wurde in einer Menge von 30-50 nmol zugegeben. Die ho¨chsten
Mengen an NAA werden im Kleinhirn (KH), im Stammhirn (SH) und in der Medulla oblangata (Med. obl.)
gefunden (Abbildung 4.16 A). Auffa¨llig war hierbei das in NAAGS-II ko Tieren eine signifikante Verringe-
rung von NAA sowohl im Cortex (Cx) als auch im Kleinhirn zu finden ist (*: Student‘scher t-Test p 5 0,05,
n=3). Sowohl Menge als auch Verteilung von NAA stimmen in wt Tieren mit fru¨heren Untersuchungen
u¨berein32. NAAG zeigt eine zunehmende Menge in der Verteilung von oben nach unten: Die Menge nimmt
vom Stammhirn, u¨ber die Medulla oblongata, das Ru¨ckenmark (RM) zu den Ischiasnerven (IN) zu (Abbil-
dung 4.16 B). In den NAAGS-II ko Tieren ist eine Erniedrigung von NAAG um bis zu 70% zu erkennen,
in heterozygoten Tieren um 30 - 40%. Die niedrigsten Verringerungen sind im Cortex und im Kleinhirn zu
finden. Die Verteilung von NAAG2 entspricht der Verteilung von NAAG, dabei ist NAAG2 um das zehn-
bis zwanzigfache niedriger. In NAAGS-II ko Tieren wird kein NAAG2 mehr detektiert (Abbildung 4.16 C).
In heterozygoten Tieren liegt die Menge bei 50% vom wt.
4.5 Altersabha¨ngige Verteilung von NAAG und NAAG2
Die altersabha¨ngige Verteilung von NAAG und NAAG2 wurde in 1 (P1), 10 (P10), 15 (P15) und 21 (P21)
Tage alten und jung adulten (6-8 Wochen) Tieren der wt, heterozygoten und NAAGS-II ko Ma¨use gemessen.
Hierzu wurde das Stammhirn verwendet. Aus denselben Gehirnen wurde je aus der linken Hemispha¨re
RNA und cDNA gewonnen und RT-PCR Untersuchungen durchgefu¨hrt. Die rechte Hemispha¨re wurde
teilweise fu¨r Western Blot Untersuchungen und Lipidextraktion verwendet. Die altersabha¨ngige Verteilung
Abbildung 4.17: Altersabha¨ngige Verteilung von NAAG und NAAG2 in NAAGS-II Tieren aller
drei Genotypen. NAAG und NAAG2 wurden in Tieren unterschiedlichen Alters ( 1 Tag P1, 10 Tage P10,
15 Tage P15, 21 Tage P21 und jung adult, 6 - 8 Wochen) aller drei Genotypen mittels ESI-MS Messung
quantifiziert. Es wurden jeweils drei Tiere pro Genotyp und Altersstufe verwendet (n = 3, Mittelwert +/-
SD) NAAG2 ist erst ab Altersstufe P10 detektierbar. Die Erniedrigung von NAAG liegt im adulten NAAGS-
II ko Tier bei 70% gegenu¨ber dem wt. NAAG ist im jungen Tier P1-P10 stark hochreguliert. Signifikante
Vera¨nderungen (Student‘scher t-Test p < 0,05, n = 3) sind mit * gekennzeichnet.
der Peptide zeigt, dass in einen Tag alten Tieren noch kein NAAG2 vorhanden ist. Außerdem ist kein NAAG2
in allen ko Tieren vorhanden. NAAG ist dagegen in einen Tag alten Tieren, normiert auf das Gewicht des
Gehirns, stark hochreguliert und in allen drei Genotypen gleichermaßen vorhanden. Ab 10 Tagen ist auch
NAAG2 messbar und in gro¨ßeren Mengen vorhanden, das NAAG ist in NAAGS-II ko Tieren diesen Alters
im Vergleich mit wt Tieren signifikant reduziert (* entspricht Signifikanz nach Student‘schen t-Test p <
0,05, n = 3). Dieser Effekt wird in 15 Tage alten Tieren noch deutlicher, denn ab diesem Alter nehmen
sowohl die Menge an NAAG als auch an NAAG2 wieder ab. In 21 Tage alten und jung adulten Tieren ist
NAAG2 in den heterozygoten Tieren deutlich erniedrigt. In jung adulten NAAGS-II ko Tieren reduziert
sich die Menge an NAAG um 70%. Diese Ergebnisse zeigen, dass es eine altersabha¨ngige Expression oder
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Aktivierung der beiden Synthetasen zu geben scheint. Dabei scheint die NAAGS-I eher im pra¨natalen und
fru¨hen postnatalen Alter eine Rolle zu spielen und die NAAGS-II erst im spa¨teren Alter.
Abbildung 4.18: Quantitative Real-time PCR von Maus cDNA verschiedener Altersstufen.
Untersucht wurde die Expression der Gene der NAAGS-I und II, der NAA Synthase (Nat8L) und GCPII in
allen drei Genotypen (-/- ko, +/- heterozygot, +/+ wt) der NAAGS-II Maus in den Altersstufen ein Tag (P1),
10 Tage (P10) und jung adult (6-8 Wochen). Die relative Expression wurde durch die 2−∆CT mit Ubiquitin
als “House-keeping” Gen ermittelt. Gezeigt sind die Daten von jeweils drei Tieren pro Genotyp und Altersstufe
(n = 3, Mittelwert +/- SD). Signifikante Unterschiede sind durch * gekennzeichnet (Student‘scher t-Test p <
0,05, n = 3).
Fu¨r die quantitative Real-time PCR wurde cDNA verwendet die aus den Gehirnen verschieden alter Ma¨use
gewonnen wurde (siehe oben). Aus dem Gewebe wurde die RNA isoliert, durch reverse Transkriptase die
cDNA gewonnen und die Real-time PCR mittels SYBR Green System durchgefu¨hrt. Es wurden Primer
fu¨r die Gene der beiden NAAG Synthetasen, der NAA Synthase und GCPII verwendet. In den NAAGS-II
ko Tieren wurde kein Signal fu¨r das NAAGS-II Gen detektiert. Die Expression in einen Tag alten Tieren
gegenu¨ber jung adulten Tieren liegt um das Vierfache niedriger. Das Gen der NAAGS-I ist im adulten Tier
im Vergleich mit einen oder zehn Tage alten Tieren herunter reguliert. Die Expression von NAA Synthase
(Nat8L) ist in allen Altersstufen unabha¨ngig vom Genotyp anna¨herend gleich. Die GCPII Expression steigt
ab dem Alter von 10 Tagen an und ist in den NAAGS-II ko Tieren gegenu¨ber den heterozygoten und wt
Tieren hochreguliert. Die Verteilung der Genexpression zeigt, dass die NAAGS-I in der pra¨natalen und
fru¨hen postnatalen Phase sta¨rker gebildet wird, die NAAGS-II hingegen wird erst im adulten Alter sta¨rker
exprimiert.
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4.6 Untersuchungen zu neuroprotektiven Eigenschaften von
NAAG in Prima¨rkulturen
Die in der Literatur beschriebenen Experimente zur Untersuchung der neuroprotektiven Wirkung von
NAAG verwenden GCPII/GCPIII Inhibitoren in Neuronen-Glia-Mischkulturen48,52,81. Diese werden ent-
weder direkt aus Ratten als Mischkulturen gewonnen oder die Neuronen werden auf einem Astrozytenbett
ausgesa¨t. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Inhibition von GCPII und GCPIII einen neuropro-
tektiven Effekt auf induzierte Neurotoxizita¨t hat, ob dieser Effekt auch in reinen Neuronenkulturen zu sehen
ist und ob ein Unterschied zwischen wt Neuronen und NAAGS-II defizienten Neuronen besteht. Fu¨r die
Experimente wurden cortikale Neuronen Prima¨rkulturen aus Embryonen (E 14,5) gewonnen und in 6-well
Platten ausgesa¨t. Im Falle der Mischkulturen wurden die Neuronen auf das Astrozytenbett ausgesa¨t. Das
Verha¨ltnis von Neuronen zu Astrozyten betra¨gt dabei 80% zu 20%. Die Astrozyten wurden dafu¨r aus Tieren
isoliert, die einen Tag alt waren und zweimal passagiert und 24 bis 48 h vor den Neuronen ausgesa¨t. Drei
Tage nach Neuronenisolation wurde die Proliferation mit Cytosin Arabinosid gestoppt. 8 - 10 Tage nach
Neuronenisolation wurde die Kulturen mit Desoxyglucose und Kaliumcyanid (DO+KCN) zur Inhibition
der Glykolyse, oder mit NMDA zur U¨beraktivierung des NMDA-Rezeptors behandelt. Dies fu¨hrt zu einer
U¨berproduktion an Glutamat. Gleichzeitig erfolgte auch die Gabe von 2-PMPA. Nach einer 24-stu¨ndigen
Regenerationsphase wurde die Menge der Lactatdehydrogenase (LDH) sowohl im U¨berstand als auch im
Zelllysat gemessen.
Wie in Abbildung 4.19 gezeigt, unterscheiden sich die Rein- und Mischkulturen morphologisch stark von-
einander. Die Neuronen wurden mit Antiko¨rper gegen die schwere Kette von Neurofilament (rot) gefa¨rbt,
die Astrozyten wurden mit GFAP Antiko¨rper sichtbar (gru¨n) gemacht. In Abbildung 4.19 A ist eine reine
wt Neuronenkultur nach 7 Tagen zu sehen, in Abbildung 4.19 B eine vergleichbare wt Mischkultur nach
derselben Zeit. In der Reinkultur liegen die Neuronen ausgebreitet vor und zeigen Ausla¨ufer zu anderen
Neuronen. In der Mischkultur befinden sich die Neuronen in inselfo¨rmigen Gruppen auf den Astrozyten und
bilden sehr lange Ausla¨ufer zur na¨chsten Gruppierung (am besten zu sehen in Abbildung 4.19 B, Durch-
licht). Die Sterberate der Neuronen in der Mischkultur ist in den ersten sieben Tagen sehr viel ho¨her als in
der Reinkultur, es u¨berleben fast nur Neuronen in unmittelbarer Umgebung von Astrozyten.
Die LDH Menge im Medium der Zellen ist proportional zu ihrer Sterberate, abgestorbenen Zellen setzten
LDH frei und es wird im Medium messbar. Die Bildung des Verha¨ltnis der LDH Aktivita¨t im Medium zur
Gesamt-LDH Aktivita¨t kann als Maß fu¨r die Sterberate verwendet werden. Gezeigt sind jeweils Duplett-
Bestimmungen aus zwei unterschiedlichen Versuchen veschiedener Pra¨parationen (Mittelwert +/- SD, n =
2). Die Kontrollen sind Zellen, die nicht mit einer Substanz behandelt wurden, aber die Behandlungsart
durchgefu¨hrt wurde. In reinen Neuronenkulturen betra¨gt die Sterberate in wt Neuronen, ausgelo¨st durch
die toxischen Substanzen, das 1,5-fache der Kontrollen. Dieses kann durch Zugabe von 2-PMPA signifikant
auf das 1,3-fache verringert werden (Abbildung 4.20 A). In den NAAGS-II ko Neuronen ist die Sterberate
1,5 Mal so hoch wie in der Kontrolle und kann nicht durch Gabe von 2-PMPA verringert werden.
In den Mischkulturen ist die Sterberate in wt Neuronen/Astrozyten Mischkulturen fu¨r die Behandlung
mit DO und KCN 2,5-fach ho¨her als in der Kontrolle, fu¨r NMDA 1,5-fach. Dieses kann durch Gabe von
2-PMPA auf Kontrollniveau gebracht werden (Abbildung 4.20 B). Auffa¨llig ist hierbei, dass schon in den
unbehandelten Kontrollzellen 2-PMPA eine Verbesserung bewirkt. In den Mischkulturen aus NAAGS-II
ko Neuronen und wt Astrozyten ist die Sterberate fu¨r DO und KCN Behandlung 3,5-fach so hoch wie
in der Kontrolle und bei NMDA Behandlung 2,5-fach ho¨her. Dieses kann durch Gabe von 2-PMPA um
50% verbessert werden. Hier fu¨hrt eine 2-PMPA Behandlung der Kontrolle nicht zu einer Verbesserung.
Als weiterer Versuch wurde die NAAG Menge quantitativ mit LC-MS-Messung in wt und NAAGS-II
ko Neuronen im Peptidextrakt und im Medium bestimmt (Abbildung 4.20 C). Hierfu¨r wurden fu¨r jede
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Abbildung 4.19: Mikroskopische Aufnahmen von wt Neuronen- und wt Mischkulturen. Die Neu-
ronen wurden mit Antiko¨rper gegen Neurofilament (rot) detektiert. Die Astrozyten mit Antiko¨rper gegen GFAP
(gru¨n). In A) ist eine reine Neuronenkultur zu sehen, die Kontrolle ist die Fa¨rbung ohne Inkubation mit Se-
kunda¨rantiko¨rper. In B) ist die Immunofluoreszenzfa¨rbung der Mischkultur und die Mischkultur im Durchlicht
gezeigt. Fu¨r die Immunofluoreszenzfa¨rbungen wurde ein 20er Objektiv verwendet, fu¨r die Durchlichtaufnahme
ein 10er Obketiv. Der Masstabsbalken betra¨gt 30 µm.
Messung jeweils Zellen und U¨berstand von einer 10cm Schale verwendet. Die quantitative Bestimmung
(n = 3, Mittelwert +/- SD) zeigt eine signifikante Verringerung von NAAG in NAAGS-II ko Neuronen
gegenu¨ber wt Neuronen von 35%. Im Medium betra¨gt der Unterschied 70%. Wa¨hrend in den wt Neuronen
die Menge an NAAG im Medium das Doppelte vom NAAG in den Extrakten der Zellen betra¨gt, liegt der
Anteil bei den NAAGS-II ko Neuronen nur bei 4/5.
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Abbildung 4.20: Sterberate von neurotoxisch behandelten Neuronen- und Mischkulturen. Ge-
zeigt sind der Einfluss von Desoxyglucose und Kaliumcyanid (DO+KCN) oder NMDA auf Neuronen- und
Neuronen-Astrozyten-Mischkulturen, die teilweise zusa¨tzlich mit dem GCPII Inhibitor 2-PMPA (+2-PMPA)
behandelt wurden. In den Kontrollen (Ktr.) erfolgte keine neurotoxische Behandlung. Es wurden wt und
NAAGS-II ko Neuronenkulturen verwendet (A), sowie wt Mischkulturen und Mischkulturen aus NAAGS-II ko
Neuronen und wt Astrozyten (B). Es wurden jeweils Duplettbestimmungen von zwei unabha¨ngigen Versuchen
verschiedener Pra¨parationen gemacht (Mittelwert +/- SD, n = 2). In C) ist die quantitative Messung von
NAAG in Extrakten und im Medium von wt und NAAGS-II ko Neuronen zu sehen, hierfu¨r wurden jeweils die
Zellen von einer 10cm Schale pro Messung verwendet. Gezeigt sind drei unabha¨ngige Messungen aus verschie-
denen Schalen (Mittelwert +/- SD, n = 3). Signifikanz nach dem Student’schen t-Test (p < 0,05, n = 2 oder
3) ist durch * gekennzeichnet.
4.7 Untersuchungen in anderen Tiermodellen
4.7.1 Untersuchung in ASPA defizienten Ma¨usen
Im Mausmodell der Canavan Krankheit (ASPA defiziente Ma¨use), besteht eine Mutation des Gens der As-
partoacylase. Die Inaktivierung der Aspartoacylase verhindert in Zellen, hauptsa¨chlich in Oligodendrozyten,
einen Abbau von NAA zu Aspartat und Acetat und es kommt zur Akkumulation von NAA. Gezeigt wurde
im Liquor von Patienten der Canavan Krankheit, dass es auch zu einer Erho¨hung von NAAG kommt46,82.
Hier sollte untersucht werden, ob dieser Effekt auch im Mausmodell zu finden ist und ob dies eventuell an
einer erho¨hten Expression der Synthetasen liegt. Es wurde Gewebe aus 4 - 6 Wochen alten Tieren verwen-
det (n = 3, Mittelwert +/- SD). Die Analyse der Peptide aus Extrakten des Gehirns zeigt eine Erho¨hung
von NAA in ASPA defizienten Tieren gegenu¨ber den wt Tieren um 50%, auch NAAG und NAAG2 sind
in ASPA defizienten Tieren signifikant erho¨ht gegenu¨ber den wt Tieren (Student’scher tTest, p < 0,05, n
= 3) (Abbildung 4.21 A). Der Anstieg von NAAG und NAAG2 liegt bei 35%. Es wurden Real-time PCR
Untersuchungen aus Gehirn cDNA zur Quantifizierung der Expression der Gene der NAAGS-I und II, der
NAA Synthase Nat8L und GCPII gemacht.
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Abbildung 4.21: Untersuchung von ASPA defizienten Ma¨usen. Untersucht wurden die Peptidlevel
und die Genexpression von Ma¨usen mit einer Fehlfunktion der Aspartoacylase (Canavan Krankheit, ASPA
ko) im Vergleich mit wt Ma¨usen. Fu¨r die Peptidmessungen (A) wurde 1/2 Gehirn von 4 - 6 Wochen alten
Ma¨usen verwendet (n = 3, Mittelwert +/- SD). Fu¨r die Real-time PCR cDNA aus der anderen Ha¨lfte. Die
Peptidmessungen zeigen eine Akkumulation von NAA, NAAG und NAAG2 in den ASPA defizienten Ma¨usen
gegenu¨ber den wt Ma¨usen. Die signifikante Erho¨hung der Peptidmengen in den ASPA ko Tieren ist mit *
gekennzeichnet (Student‘scher t-Test p < 0,05, n = 3). Die relative Genexpression wurde mit der 2−∆CT mit
Ubiquitin als “House-keeping” Gen ermittelt, es sind keine signifikanten Unterschiede messbar.
Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Expression zwischen wt Tieren und ASPA ko Ma¨usen
gefunden werden (Abbildung 4.21 B).
4.7.2 Untersuchung in Nat8L ko Tieren
Auch in Nat8L ko Tieren wurden die Peptide gemessen und quantifiziert. Hierfu¨r wurden Proben des
Gehirns und Ischiasnerven von jeweils drei Tieren pro Genotyp verwendet. In den Nat8L ko Tieren wurden
weder NAA noch NAAG und NAAG2 detektiert (Abbildung 4.20). Das Signal welches noch detektiert
werden kann, geho¨rt zur Hintergrundmessung bedingt durch das Isotopenmuster der Signale m/z = 301,9
und m/z = 431,1. In den heterozygoten Tieren konnte ein signifikanter Ru¨ckgang an NAA gegenu¨ber den
wt Tieren um 50% gemessen werden. Es war keine Erniedrigung von NAAG und NAAG2 messbar.
Abbildung 4.22: Untersuchung der Peptide in Nat8L ko Ma¨usen. Untersucht wurden Gehirnproben
(A) und Ischiasverven (B). Die Quantifizierung von NAA, NAA und NAAG2 zeigt einen Ru¨ckgang von NAA
im heterozygoten Tier von 50%, aber keinen Ru¨ckgang von NAAG oder NAAG2. In Nat8L ko Tieren sind
die Peptide nicht mehr detektierbar (n = 3, Mittelwert +/- SD). Die vermeintlichen Mengen an NAAG und




Sialin als NAAG Transporter
Im postulierten Metabolismus ist beschrieben, dass NAAG an Synapsen Calcium-abha¨ngig freigesetzt wird.
Nicht bekannt ist der Transportweg des Neuropeptids in synaptische Vesikel. Ein mo¨glicher Kandidat sollte
hier untersucht werden. Sialin (SLC17A5), ist bekannt als lysosomaler H+/Sialinsa¨ure Cotransporter. Es
wurde gezeigt, dass dieser Transporter auch Glutamat und Aspartat transportieren kann83. Er geho¨rt wie
die vesikula¨ren Glutamattransporter (VGlut) zur SLC17 Typ I Phosphat Transporter Familie. Sialin wird
auch in vielen extralysosomalen Bereichen in verschiedenen Regionen des ganzen zentralen Nervensystems
exprimiert84,85 und wird stark in Neuronen exprimiert. In verschiedenen Leukodystrophien ist bekannt,
dass es eine starke Erho¨hung von NAAG im Liquor der Patienten gibt, zum Beispiel in der Pelizaeus-
Merzbacher Krankheit (PMD) oder Pelizaeus-Merzbacher a¨hnlichen Krankheit (PMLD) und auch in der
SALLA Erkrankung (SD), der Mutationen im Sialin Gen zugrunde liegen47,82,86.
5.1 Transport von NAAG in synaptische Vesikel
Fu¨r die Untersuchungen zum Transport von NAAG in synaptische Vesikel, wurde eine Mikrovesikelfrak-
tion aus Gehirnen von adulten Ma¨usen angereichert (siehe Material und Methoden), die zum großen Teil
aus synaptischen Vesikeln besteht. Hierzu wurden verschiedene Zentrifugationsschritte und die Aufreini-
gung u¨ber einen Sucrosegradienten durchgefu¨hrt. Die Gu¨te der Vesikelfraktion wurde mittels Western Blot
(Abbildung 5.1) und Proteom Analysen u¨berpru¨ft. Im Western Blot konnte die Anreicherung an Synap-
tophysin, als Marker fu¨r vesikula¨re Kompartimente detektiert werden. Außerdem konnte gezeigt werden,
Abbildung 5.1: Western Blot der Anreicherung der Mikrovesikel aus Mausgwebe. Gezeigt sind
exemplarische Western Blots der Anreicherung der Vesikel gegen Synaptophysin als Marker fu¨r vesikula¨re Kom-
partimente, Na+/K+-ATPase als Membranprotein und EEA1 als endosomaler Marker. Aufgetragen wurden
gleiche Mengen (10 µg) jeder Fraktion. Zu erkennen ist eine deutliche Anreicherung von Synaptophysin in der
Vesikel Fraktion (SV). Im Gegensatz dazu ist kein Signal mehr fu¨r die Na+/K+-ATPase mehr zu sehen, als
Marker fu¨r Plasmamembran(A). Auch ist kein EEA1 Signal in der Vesikelfraktion mehr sichtbar (B).
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dass keine Plasmamembran-sta¨ndigen Proteine und keine endosomalen Kompartimente mehr enthalten
waren, im Western Blot gegen Na+/K+-ATPase und EEA1 war kein Signal mehr zu detektieren. Die
Proteom Analysen zeigten eine 60%ige U¨bereinstimmung der Proteine, im Vergleich mit der Analyse von
synaptischen Vesikeln aus Ratten (Daten nicht gezeigt). Fu¨r den Transportassay wurden Vesikel mit ei-
ner Gesamtproteinmenge von 1 mg/ml verwendet. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Reaktionspuffers
gestartet und fu¨r 10 Minuten bei 32◦C inkubiert. Der Reaktionspuffer enthielt KCl, MgSO4, ATP (als
Kontrolle nicht enthalten), und radioaktiv markiertes Substrat, sowie verschiedene Substanzen als Inhibi-
toren (Sialinsa¨ure, Gramicidin D, FCCP, Aspartat, Glutamat). Die Vesikel wurden nach der Reaktionszeit
u¨ber eine Nitrocellulosemembran gefiltert, gewaschen und die gebundene Radioaktivita¨t wurde anschlie-
ßend mit Flu¨ssigszintillation gemessen. Die Messungen zeigen eine ATP-abha¨ngige Aufnahme von NAAG
in synaptische Vesikel (Abbildung 5.2 A). Diese Aufnahme kann durch die Zugabe an Gramicidin D oder
FCCP als Entkopplungsreagenzien gehemmt werden. Die Aufnahme wird auch durch Zugabe von Sialin-
sa¨ure (Neu5Ac), Glutamat oder Aspartat im U¨berschuss (2,5 mM bzw. 2,0 mM) gehemmt. Die Aufnahme
von Aspartat ist ebenfalls ATP-abha¨ngig und kann durch Zugabe von hohen Mengen an NAAG (2,5 mM)
gehemmt werden (Abbildung 5.2 B). Zur Leerwertbestimmung wurden Proben verwendet die 10 sek auf
Eis inkubiert wurden (ctr.). Dieser Versuch zeigt, dass NAAG ATP-abha¨ngig in Vesikel transportiert wird
und das dieser Transport durch Sialinsa¨ure gehemmt werden kann. Dieses gab einen ersten Hinweis darauf,
dass Sialin ein mo¨glicher Transporter ist.
Abbildung 5.2: Transport von NAAG in Mikrovesikel. NAAG wird in die Mikrovesikel ATP-abha¨ngig
aufgenommen. Diese Aufnahme kann durch FCCP (+FCCP) oder Gramicidin D (+GramD) als Entkopplerrea-
genzien oder durch Zugabe von hohen Dosen an Glutamat (+Glu) oder Sialinsa¨ure (+Neu5Ac) oder Aspartat
(+Asp) gehemmt werden (A). Bei diesen Transportversuchen wurden 500.000 cpm NAAG oder Aspartat (B)
pro Ansatz eingesetzt. Die Aufnahme von Aspartat wird durch Zugabe von NAAG (+NAAG) ebenfalls ge-
hemmt. Die Aufnahme von Aspartat und NAAG erfolgt nicht, wenn dem System kein ATP zugefu¨gt wird
(-ATP). Als Kontrolle (ctr.) wurden Proben verwendet, die 10 sek auf Eis inkubiert wurden um die Werte fu¨r
unspezifisch gebundene Substrate zu erhalten. Es wurden je vier unabha¨ngige Versuche durchgefu¨hrt (Mittel-
wert +/- SD, n = 4). Die Hemmung der Aufnahme ist in allen Fa¨llen statistische signifikant (Student‘scher
t-Test *: p < 0,05, n = 4) im Vergleich mit dem Transport unter Standardbedingungen.
Zur weiteren Untersuchung wurden kinetische Messungen des Transports durchgefu¨hrt. Hierzu wurden
verschiedene Konzentrationen (0,5 - 3 mM) an NAAG oder Aspartat eingesetzt und die Aufnahme wurde
nach einer Minute Inkubationszeit gemessen. Aus dem Michaelis-Menten Plot konnten so der KM -Wert
und der Vmax-Wert bestimmt werden. Fu¨r NAAG ergibt sich ein KM -Wert von 0,78 ± 0,12 mM und eine
Vmax-Wert von 32,9 ± 11,2 nmol/mg Protein pro Minute (Abbildung 5.3 A). Fu¨r Aspartat wurde der
KM -Wert als 0,90 ± 0,16 mM und der Vmax-Wert als 51,8 ± 3,1 nmol/mg Protein pro Minute bestimmt
(Abbildung 5.3 B). Diese Daten zeigen, dass NAAG und Aspartat a¨hnlich gute Substrate fu¨r die Aufnahme
in Vesikel sind.
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Abbildung 5.3: Michaelis-Menten-Plot der Aufnahme von NAAG und Aspartat in Vesikel.
Gemessen wurde die Aufnahme von NAAG und Aspartat nach einer Minute bei unterschiedlichen Substrat-
konzentrationen (0,5 - 3 mM) (n = 2, Mittelwert +/- SD). Fu¨r NAAG ergibt sich ein KM -Wert von 0,78 ± 0,12
mM und ein Vmax-Wert von 32,9 ± 11,2 nmol/mg Protein pro Minute (A). Fu¨r Aspartat wurde der KM -Wert
als 0,90 ± 0,16 mM und der Vmax-Wert als 51,8 ± 3,1 nmol/mg Protein pro Minute bestimmt (B).
5.2 Aufnahme von NAAG durch Sialin im in vitro Zellversuch
Zur in vitro Untersuchung der Aufnahme von NAAG durch Sialin wurden verschiedene Zellkulturexperi-
mente etabliert. Zum Testen wurden die Zellen in einem alkalischen Puffer (Krebs-Ringer-Lo¨sung, gepuffert
mit Glycylglycin pH = 9) inkubiert um einen pH-Gradienten zu simulieren. Die Zellen wurden mit den ent-
sprechenden Plasmiden transfiziert und 24 h nach Transfektion mit [14C]-NAAG in Krebs-Ringer-Lo¨sung
fu¨r 45 Minuten inkubiert. Die Zellen wurden im Anschluss mehrfach gewaschen und der letzte Waschschritt
wurde mit Flu¨ssigszintillation gemessen, um die Effizienz der Waschschritte zu u¨berpru¨fen. Es wurden nur
Proben verwendet bei denen der letzte Waschschritt eine Messung von unter 60 cpm ergab. Es wurden
EGFP-Sialin, die Oberfa¨chenvariante Sialin-L22/23A und EGFP als Kontrolle exprimiert. Die Aufnahme
von NAAG erfolgte in Zellen, die mit dem Plasmid fu¨r Sialin transfiziert wurden. Eine sta¨rkere Aufnahme
konnte detektiert werden, wenn die Oberfla¨chenvariante exprimiert wurde. In EGFP exprimierenden Zellen
konnte keine Aufnahme gemessen werden (Abbildung 5.4 A). Als Kontrolle fu¨r gleiche Markierung wurden
die radioaktiv markierten U¨bersta¨nde der Zellen (Medium) mit aufgetragen. Die Immunfluoreszenz mit der
Kofa¨rbung von Lamp-2 zeigt die lysosomale Verteilung des EGFP-Sialin (Abbildung 5.4 B) im Gegensatz
zur oberfla¨chenlokalisierten Verteilung der Mutante EGFP-Sialin-L22/23A, der das lysosomale Ru¨ckhal-
tesignal fehlt (Abbildung 5.4 C ). Da die Aufnahme an NAAG in die Zellen sehr gering war, wurde im
Abbildung 5.4: in vitro Versuch zur Aufnahme von NAAG in Sialin u¨berexprimierende Zellen.
NAAG ist in Peptidextrakten von Zellen detektierbar, die Sialin oder die Oberfla¨chenvariante exprimieren.
Kein Signal wurde in den Zellen gefunden, die EGFP exprimieren (A). Es wurden 70% der Extrakte und als
Kontrolle 8% der markierten U¨bersta¨nde aufgetragen. Die Immunfluoreszenz der transfizierten Zellen zeigt
in der Kofa¨rbung mit Lamp-2 (rot) ein lysosomales Signal fu¨r EGFP-Sialin (gru¨n) (B) und ein u¨berwiegend
oberfla¨chenlokalisiertes Signal von EGFP-Sialin-L22/23A dem das lysosomale Ru¨ckhaltesignal fehlt (C). Die
Kerne wurden mit DAPI (blau) angefa¨rbt. (Massstabsbalken = 20 µm)
Weiteren untersucht, ob diese nicht nur vom pH Gradienten abha¨ngig ist, sondern auch vom Membranpo-
tential der Zelle und ob dieses der Aufnahme vielleicht entgegen wirkt. Hierfu¨r wurde der Transportversuch
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in den Bedingungen variiert. Es wurden pH = 5,5, pH = 7 und pH = 9 fu¨r die Wirkung des pH-Gradienten
getestet, sowie niedriger (4,7 mM) und hoher (120 mM) Kaliumgehalt im Reaktionspuffer. Hohe extrazellu-
la¨re Kaliumkonzentrationen fu¨hren zu einer Depolarisierung der Zelle, das Membranpotential wird dadurch
verringert87–89. Die TLC und die quantitative Auswertung der Signale fu¨r NAAG (siehe Abbildung 5.5 A
Abbildung 5.5: Aufnahme von NAAG bei verschiedenen Kalium-Konzentrationen. Gezeigt ist
eine representative TLC mit der Aufnahme von NAAG durch Sialin (als Oberfla¨chenmutante L22/23A, Sia) im
in vitro Versuch (A). Es ist eine schwache Aufnahme von NAAG bei pH 7 und bei pH 9 mit niedrigem Kalium
zu detektieren. Im Vergleich gibt es das sta¨rkste Signal unter alkalischen Bedinungen und hohem Kaliumgehalt.
Kein Signal ist zu detektieren wenn im sauren pH Bereich (pH = 5,5) gearbeitet wurde oder bei den EGFP
Kontrollversuchen. (B) Fu¨r die quantitative Auswertung (n = 4, Mittelwert ± SD) wurden die Banden mit
dem radioaktiven Signal von der TLC ausgekratzt, in Wasser gelo¨st und mit Flu¨ssigszintillation gemessen. Die
Auswertung zeigt die sta¨rkste Aufnahme von NAAG bei pH = 9 und hohem Kalium. Alle NAAG Signale sind
gegenu¨ber der EGFP Kontrolle statistisch signifikant (Student‘scher t-Test, *: p < 0,05, n = 4) erho¨ht.
und B) zeigt eine erho¨hte Aufnahme von NAAG durch Sialin unter alkalischen Bedinungen und hohen Ka-
liumkonzentrationen gegenu¨ber neutralen Bedingungen und/oder niedrigen Kaliumkonzentrationen. Auch
bei anna¨hernd neutralen Bedingungen (pH = 7) kann NAAG noch durch Sialin in die Zellen aufgenommen
werden. Diese Aufnahme erfolgt nicht bei sauren Bedingungen (pH = 5,5) oder in EGFP exprimierenden
Kontrollzellen. Als Positivkontrolle wurde die Aufnahme von [3H]-Sialinsa¨ure bei pH = 5,5, pH = 7 und pH
= 9 und niedrigen Kaliumkonzentrationen mittels Flu¨ssigszintillation gemessen (vergleiche Abbildung 5.10
C). Sialinsa¨ure wird unter sauren und neutralen, aber nicht unter alkalischen Bedingungen transportiert.
5.3 Untersuchung des Transports in Mikrovesikel von Sialin de-
fizienten Ma¨usen
Aufgrund der Ergebnisse der Transportversuche mit wt Vesikel und der Ergebnisse der in vitro Zellver-
suche wurde untersucht, ob ein Transport von NAAG, NAAG2 oder Aspartat in Mikrovesikeln von Sialin
defizienten Ma¨usen stattfindet. In diesen Ma¨usen wurde das SLC17A5 Gen durch ein “IRES–β-gal–neo”
Gen ersetzt. Fu¨r die Isolation der Vesikel wurden Gehirne von P16 - P18 alten Tieren verwendet, als
Kontrolle wurden auch die Vesikel der wt Tiere isoliert. Gemessen wurde nach einer Inkubationszeit von
10 min, es wurden 0,33 mM NAAG und NAAG2 und 2,5 mM Aspartat eingesetzt, der Transportassay
wurde durchgefu¨hrt wie in Abschnitt 5.1 beschrieben. Die Messungen zeigen, dass NAAG in wt Vesikel
ATP-abha¨ngig transportiert wird, dies aber nicht der Fall ist bei Vesikeln aus Sialin defizienten Ma¨usen
(Abbildung 5.6 A). Die Menge an NAAG liegt hier auf dem Niveau der Kontrolle (-ATP). Es wurde au-
ßerdem sowohl mit FCCP als Entkopplungsreagenz als auch mit Sialinsa¨ure im U¨berschuss (2,5 mM) die
Reaktion inhibiert, die Aufnahme hier liegt auf Kontrollniveau. Gleiches gilt fu¨r Aspartat (Abbildung 5.6
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C). Auch NAAG2 wird ATP-abha¨ngig in die Vesikel transportiert, die Menge entspricht ungefa¨hr einem
Fu¨nftel der aufgenommenen Menge an NAAG bei gleicher Substratkonzentration (Abbildung 5.6 B). Auch
gibt es keine Aufnahme von NAAG2 in Sialin ko Vesikel oder eine Aufnahme von NAAG2 in wt Vesikel
bei Zugabe eines Inhibitors. Als Kontrollen wurde die Aufnahme von NAAG (und Glutamat) in wt Vesikel
du¨nnschichtchromatographisch detektiert, um zu u¨berpru¨fen ob Abbauprodukte von NAAG, anstelle von
NAAG, aufgenommen wurden (Abbildung 5.6 D). Außerdem wurde der Transport von Glutamat in wt und
Sialin defiziente Vesikel gemessen (Abbildung 5.6 E). Glutamat wurde mit gleicher Effizienz in wt und Sialin
ko Vesikel transportiert. Dies zeigt, dass der fehlende NAAG Transport nicht auf einen generellen Defekt
der Sialin ko Vesikel beruht. Der Glutamat Transport konnte nicht durch Sialinsa¨ure gehemmt werden,
so dass ausgeschlossen werden kann, dass Sialinsa¨ure einen allgemeinen Einfluss auf den Transport in die
Mikrovesikel hat.
Abbildung 5.6: Transport in Mikrovesikel von Sialin defizienten Ma¨usen. Gezeigt ist der Transport
von NAAG (A), NAAG2 (B) und Aspartat (C) in wt Vesikel im Vergleich mit Vesikeln aus Sialin defizienten
Tieren (n=3, Mittelwert +/-SD). Ein signifikanter (Student‘scher t-Test, *: p < 0,05, n = 3) Transport im
Vergleich mit der Kontrolle (-ATP) findet nur in wt Vesikeln statt. Die Menge von NAAG, NAA und NAAG2
des Transports in Sialin ko Vesikeln zeigt keinen Unterschied zu der Aufnahme unter Kontrollbedingungen
(-ATP) oder nach Inhibition der Reaktion (+FCCP, +Neu5Ac). Die exemplarische TLC (D) der Aufnahme
zeigt, dass NAAG selbst und nicht ein Abbauprodukt bei der Messung detektiert wird, zur Kontrolle wurde
der Glutamattransport mit aufgetragen. Zur U¨berpru¨fung der Pra¨paration der Sialin ko Vesikel wurde die
Aufnahme von Glutamat gemessen (E), es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen wt und Sialin
ko Vesikeln oder durch Zugabe von Sialinsa¨ure (+ Neu5Ac).
5.4 Untersuchungen zu Sialinsa¨ure Speichererkrankungen
Bei Patienten, bei denen die SALLA Erkrankung vorliegt, wurde eine Erho¨hung an NAAG im Liquor gefun-
den47. Deswegen wurde in den Sialin defizienten Ma¨use die Menge an NAA, NAAG und NAAG2 bestimmt
und die NAAGS-I und NAAGS-II Expression untersucht.
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Desweiteren sind zwei Formen der Sialinsa¨ure Speichererkrankung bekannt, die SALLA Erkrankung (SAL-
LA) und die infantile Sialinsa¨ure Speichererkrankung (ISSD). Diese zeigen unterschiedliches Transportver-
halten fu¨r Sialinsa¨ure, Aspartat und Glutamat83. Aus diesem Grund wurden Sialin Varianten mit verschie-
denen Mutationen (R39C fu¨r SALLA und H183R fu¨r die ISSD) im in vitro Zellversuch untersucht.
5.4.1 Untersuchung der Sialin defizienten Ma¨use
Unter Verwendung des quantitativen Tandem-LC/MS Verfahrens wurden die Mengen an NAA, NAAG und
NAAG2 in Peptidextrakten von Gesamtgehirnproben und Liquor (CSF) von Sialin defizienten Ma¨usen (ko)
und Wildtyp Kontrolltieren (wt) bestimmt.
Abbildung 5.7: Quantitative Bestimmung von NAAG, NAAG2 und NAA in Sialin defizienten
Ma¨usen. In Peptidextrakten von Gehirnproben von wt und Sialin ko Tieren wurde die Menge an NAAG,
NAAG2 und NAA bestimmt (A, n = 3, Mittelwert +/- SD). In den Mengen von NAAG2 und NAA gibt es
keine Unterschiede, bei NAAG wurde eine signifikante Erniedrigung von ungefa¨hr 40% gegenu¨ber wt Tieren
gefunden (Student‘scher t-Test, *: p < 0,05, n = 3). Im Liquor (CSF) wurden keine Unterschiede zwischen wt
und Sialin ko Tieren in der Menge von NAAG und NAA festgestellt, NAAG2 konnte nicht gemessen werden,
da die Menge unter der Detektionsgrenze lag (B).
In Gehirnproben von Sialin defizienten Tieren (P16-P18) und wt Tieren wurden die Mengen an NAAG,
NAAG2 und NAA gemessen (Abbildung 5.7 A). Es wurden je drei Tiere pro Genotyp verwendet (n = 3,
Mittelwert +/- SD) Die Mengen an NAA und NAAG2 sind in beiden Tiergruppen anna¨hernd gleich. Ein
signifikanter Unterschied besteht bei der Menge an NAAG. In Sialin ko Tieren wurde eine Erniedrigung
von ungefa¨hr 40% im Vergleich mit wt Tieren detektiert (Student‘scher t-Test, *: p < 0,05, n=3). Im CSF
besteht kein Unterschied in den Mengen an NAA und NAAG zwischen Sialin ko und wt Tieren. NAAG2
konnte in der CSF nicht detektiert werden (Abbildung 5.7 B).
Aufgrund der Erniedrigung an NAAG in den Sialin ko Ma¨usen wurde im Weiteren untersucht, ob es eine
Vera¨nderung der Expression der NAAGS-I/-II gibt. Hierzu wurde quantitative Real-Time PCR durchge-
fu¨hrt. Es wurden die Expressionen der NAAG Synthetasen (NAAGS-I und II), der NAA Synthase (Nat8L),
der Glutamat-Carboxypeptidase II (GCPII) und, aufgrund der beschriebenen Hypomyelination, die Level
des Myelin-Basischen Proteins (MBP) und des Proteolipid Proteins (PLP) untersucht. Ausgewertet wurde
mit der 2∆CT - Methode, normalisiert wurde dabei auf Ubiquitin C.
In den NAAG Synthetasen und der NAA Synthase gibt es keine Unterschiede im Expressionslevel zwischen
wt und Sialin ko Tieren. Das Expressionslevel von GCPII ist um das Doppelte in Sialin ko Tieren im
Vergleich mit wt Tieren erho¨ht. PLP und MBP sind, wie erwartet, in den Sialin ko Tieren stark herunter
reguliert.
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Abbildung 5.8: Expression von NAAGS-I/-II, Nat8L und GCPII in den Sialin defizienten Ma¨u-
se. Gezeigt ist die quantitative Real-Time PCR von Gehirn cDNA von P16 - P18 alte Sialin ko und wt Tieren.
Die relative Expression, normalisiert auf Ubiquitin C, wurde u¨ber die 2∆CT - Methode bestimmt. Die Expres-
sion der NAAG Synthetasen (NAAGS-I und II und der NAA Synthase (Nat8L) ist nicht vera¨ndert. Fu¨r die
Glutamat-Carboxypeptidase II (GCPII) gibt es eine signifikante Erho¨hung in Sialin ko Tieren gegenu¨ber wt
Tieren. Das Myelin-basische Protein (MBP) und das Proteolipid Protein (PLP) sind aufgrund der bekannten
Hypomyelination stark herunter reguliert. Verwendet wurden drei unabha¨ngige RNA Pra¨parationen pro Geno-
typ (n = 3, Mittelwert +/- SD). Die Signifikanz gegenu¨ber dem wt ist durch * gekennzeichnet (Student‘scher
t-Test, p < 0,05, n = 3).
5.4.2 Patientenmutationen im in vitro Versuch
Da die Sialin defizienten Ma¨use einen Total Knock out des gesamten Gens haben und nicht die zwei
spezifischen Krankheitsformen widerspiegeln, wurden hier im Zellexperiment der NAAG Transport in den
beiden Patientenmutationen R39C fu¨r die SALLA Erkrankung und die H183R fu¨r die ISSD untersucht. Die
Mutationen wurden mit einer gezielten Mutagenese in das Sialingen eingefu¨hrt, dass schon die Mutation
fu¨r das lysosomale Ru¨ckhaltesignal entha¨lt (L22/23A). Die Versuche wurden durchgefu¨hrt wie in Abschnitt
5.2 beschrieben. Es wurde im alkalischen (pH = 9) Puffer mit hohen Kaliumkonzentrationen gearbeitet.
Bevor der Zellversuch durchgefu¨hrt wurde, wurden zuerst die Konstrukte u¨berpru¨ft. Der Western Blot
Abbildung 5.9: Western Blot und Immunofluoreszenz der Sialinvarianten. Der wt (Sialin), die Ober-
fla¨chenmutante (L22/23A) und die beiden Mutanten (R39C und H183R) wurden als EGFP-Fusionsproteine
in HEK 293T Zellen u¨berexprimiert. Der Western Blot zeigt anna¨herend gleiche Expressionslevel aller Kon-
strukte (A). Die Immunfluoreszenz zeigt ein deutliches Oberfla¨chensignal fu¨r die Mutanten, im Gegensatz zum
lysosomalen Signal des Wildtyps (B). (Massstabsbalken = 30 µm)
(Abbildung 5.9 A) der Zellysate von Sialin oder den Mutanten exprimierenden Zellen gerichtet gegen das
EGFP, zeigt, dass alle Varianten a¨hnlich gut exprimiert werden. Es wurden gleiche Prozentsa¨tze der Lysate
aufgetragen. Die Immunfluoreszenz zeigt ein deutliches Oberfla¨chensignal fu¨r die Mutanten im Gegensatz
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Abbildung 5.10: Zellversuch zum Transport von NAAG im mutierten Sialin. Die TLC der Zell-
extrakte zeigt, dass NAAG sowohl im Fall der Oberfla¨chenvariante, als auch im Fall der Variante der SALLA
Erkrankung (R39C) in die Zellen transportiert wird. Die ISSD Mutante (H183R), sowie die EGFP Kontrolle
zeigen keinen Transport mehr (A). Die quantitative Auswertung von vier unabha¨ngigen Versuchen (n = 4, Mit-
telwert +/- SD), bei denen die Banden ausgekratzt, gelo¨st und mittels Flu¨ssigszintillation gemessen wurden,
zeigt eine signifikante Aufnahme (durch * gekennzeichnet) von NAAG bei der L22/23A und der R39C Mutante
im Gegensatz zur H183R Mutante, verglichen mit dem Signal in der EGFP Kontrolle (B, Student‘scher t-Test,
p < 0,05, n = 4). Zur U¨berpru¨fung wurde die Aufnahme von Sialinsa¨ure bei unterschiedlichen Bedingungen
(niedrig Kalium, pH = 5,5, 7 und 9) gemessen (n = 3, Mittelwert +/- SD). Eine Aufnahme von Sialinsa¨ure ist
sowohl im Sauren, als auch im anna¨hernd Neutralen zu beobachten, sowohl fu¨r die L22/23A als auch fu¨r die
R39C Mutante. In der H183R Mutante ist die Aufnahme deutlich verringert, aber im Sauren noch signifikant
detektierbar gegenu¨ber die EGFP Kontrolle (Student‘scher t-Test, *: p < 0,05, n = 3)
zum lysosomalen Signal des Wildtyps.
Im Zellversuch wurde die Aufnahme von NAAG u¨ber eine TLC detektiert. NAAG ist im Peptidextrakt der
Zellen zu finden, die die Oberfla¨chenvariante oder die R39C Mutante exprimieren. Kein Signal ist zu finden,
wenn die H183R Mutante oder EGFP exprimiert wurden (Abbildung 5.10 A). Die quantitative Auswertung
zeigt, dass NAAG nur von der Oberfla¨chenvariante und der R39C Mutante signifikant transportiert wird.
Fu¨r die quantitative Besimmung wurden die entsprechenden Banden von der TLC ausgekratzt, gelo¨st und
mittels Flu¨ssigszintillation die Radioaktivita¨t bestimmt (Abbildung 5.10 B). Zum Vergleich wurde die Auf-
nahme von Sialinsa¨ure gemessen, die Transportbedingungen waren dieselben wie beim NAAG Transport.
Es wurde in niedrig konzentriertem Kaliumpuffer bei verschiedenen pH-Werten getestet (C). Der Trans-
port der Sialinsa¨ure nimmt mit steigendem pH-Wert ab. Er ist bei pH = 5,5 am effektivsten, bei pH =
9 ist kein Transport mehr messbar. Die Oberfla¨chenmutante und die R39C Mutante fu¨r die SALLA Er-
krankung transportieren die Sialinsa¨ure am besten. Der Transport durch die H183R Mutante ist nur bei
pH = 5,5 messbar. In der Kontrolle (EGFP) gibt es keine Aufnahme. Es wurde auch die Aufnahme der
Sialinsa¨ure nach 5 Minuten gemessen, hier ist die Aufnahme durch die R39C Mutante nur bei 50% der
Oberfla¨chenvariante (Daten nicht gezeigt), kaum Aufnahme ist bei der H183R Variante zu erkennen.
5.5 Rekonstitution von Sialin und VGlut2 in Proteoliposomen
Um einen weiteren Nachweis zu erhalten, dass Sialin der vesikula¨re NAAG Transporter ist, wurde Sialin
zusammen mit einer bakteriellen H+-ATPase in Proteoliposomen rekonstituiert und mit den rekonstituier-
ten Proteoliposomen wurden verschiedene Transportversuche durchgefu¨hrt. Als Kontrolle wurde zusa¨tzlich
die Rekonstitution von VGlut2 mit und ohne H+-ATPase durchgefu¨hrt. Hierbei wurde nach dem Protokoll
von Moriyama et al.83, 90 gearbeitet.
5.5.1 Aufreinigung der H+-ATPase aus E. coli
Fu¨r die Aufreinigung der H+-ATPase aus E. coli wurde der ATPase defiziente Stamm DK8 verwendet.
Dieser wurde mit dem Vektor pSK11 transformiert, hierbei handelt es sich um einen E. coli Expressions-
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vektor in den das unc Operon (ATPase Operon) einkloniert ist. Am N-terminalen Ende der β-Unterheit der
H+-ATPase wurde ein His-Tag zur leichteren Aufreinigung des Proteins eingefu¨gt. Die Expression erfolgt
im Minimalmedium u¨ber 48 h. Nach Isolation der inneren Membranvesikel durch Ultraschallbehandlung
und Solubilisierung der Oberfla¨chenproteine mit Octyl-β-D-glucopyranosid (GP) erfolgte die Aufreinigung
des Proteins u¨ber Cobalt-Sepharose-Beads (fu¨r Details siehe Material und Methoden Abschnitt 3.13). In
Abbildung 5.11 A und B sind die Isolation und die Aufreinigung des H+-ATPase FOF1-Komplexes ge-
zeigt. Gezeigt sind Proben des U¨berstands nach Ultraschallbehandlung und Sedimentation der Zelltru¨mmer
(30.000 x g) und der isolierten invertierten Membranvesikelfraktion (287.000 x g). Die Vesikel nach Abtren-
nung der Oberfla¨chenproteine durch fraktionierte Solubilisierung mit 0,8 % Octyl-β-D-glucopyranosid (0.8%
GP), der Durchlauf nach Inkubation mit der Cobalt-Sepharose, die Waschschritte und die Eluatfraktionen
E1 - E10. Nach der ersten Solubiliserung ist die α/β-Doppelbande zwischen 50 und 60 kDa des FOF1-
Komplexes deutlich zu erkennen, ein Teil befindet sich nach Inkubation mit der Cobalt-Sepharose noch
im Durchlauf. Diese Doppelbande findet sich auch in den Eluatfraktionen E5 - E8 wieder. Diese wurde
mittels Western-Blot gegen den His-Tag u¨berpru¨ft, detektiert wird dabei die β-Untereinheit. Gezeigt sind
die Eluatfraktionen E5 - E8 (Abbildung 5.11 C). Aus 4 Litern Bakterienkultur konnten zwischen 200 - 600
µg aufgereinigtes Protein gewonnen werden. Fu¨r einen Rekonstitutionsansatz werden 100 µg eingesetzt.
Abbildung 5.11: Exemplarisches Coomassie Gel und Western Blot der Aufreinigung der H+-
ATPase aus E. coli. Es wurden gleiche Prozentsa¨tze aller Fraktionen aufgetragen. Gezeigt sind die Fraktionen
der invertierten Membranvesikel nach Ultraschallbehandlung (30.000 x g) und Ultrazentrifugation (287.000 x g),
der U¨berstand nach Entfernen von Oberfla¨chenproteinen der Membranvesikel (0.8% GP), der Durchlauf und die
Waschschritte nach Inkubation mit der Cobalt-Sepharose und die Eluatfraktionen E1 - E10 der Aufreinigung.
Die α/β-Doppelbande zwischen 50 und 60 kDa des FOF1-Komplex ist in den Eluatfraktionen E5 - E8 deutlich
zu sehen (durch Pfeile gekennzeichnet) (A und B). Zur U¨berpru¨fung wurde ein Western Blot der Eluatfraktionen
E5 - E10 angefertigt und mit dem His-Tag Antiko¨rper detektiert. Es wurden gleiche Prozentsa¨tze (1%) der
Eluatfraktionen aufgetragen, detektiert wird die β-Untereinheit (C).
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5.5.2 Aufreinigung von Sialin und VGlut2 aus Insektenzellen
Fu¨r die Aufreinigung von Sialin und VGlut2 wurden diese als His-Tag Konstrukte in einem pUltraBac Vek-
tor kloniert, in DH10bac transformiert und in Insektenzellen durch Infektion mit Bacculoviren exprimiert.
Die Aufreinigung der Proteine erfolgte u¨ber Isolation der Membranvesikel durch Ultraschallbehandlung und
Ultrazentrifugation, Solubilisierung der Proteine mit 2% Octyl-β-D-glucopyranosid und Reinigung u¨ber den
His-Tag der Proteine u¨ber Cobalt-Harz.
Abbildung 5.12: Aufreinigung von Sialin und VGlut2 aus Insektenzellen. Exemplarisch gezeigt ist
eine Aufreinigung von Sialin (A - C) und VGlut2 (D - F) im Coomassie-Gel (A,B,D,E) und im Western Blot (C,
F) mit einem Anti-His-Tag Antiko¨rper. In den Coomassiegelen sind in gleichen Prozentsa¨tzen das Homogenat
(R1), das Homogenat nach Ultraschallbehandlung (US), der U¨berstand nach Sedimentation (700 x g), die
isolierten Membranvesikel (160.000 x g), vor (R2) und nach Solubilisierung (2% GP) der Durchlauf (DL), die
Waschfraktion (W) und die Eluatfraktionen E1 - E10 aufgetragen (Abbildung A, B fu¨r Sialin und Abbildung
D, E fu¨r VGlut2). Der gro¨ßte Anteil an aufgereinigtem Protein ist fu¨r beide Proteine in der Eluatfraktion E2 zu
finden. Im Western Blot wird fu¨r Sialin eine Bande bei 55 kDa und eine hohe “verschmierte” Bande ab 130 kDa
und ho¨her detektiert, gezeigt sind die Fraktionen E2 - E4 (C). VGlut2 wird als Bande bei 70 kDa detektiert,
gezeigt sind die Eluatfraktionen E1 - E4. Es wurden je gleiche Prozentsa¨tze (1 %) aufgetragen
Die Coomassiegele zeigen eine exemplarische Aufreinigung von Sialin (Abbildung 5.12 A,B) und VGlut2
(Abbildung 5.12 D, E). Gezeigt sind das Homogenat (R1), das Homogenat nach Ultraschallbehandlung
(US), der U¨berstand nach Abtrennen der Zelltru¨mmer (700 x g), die isolierten Membranvesikel (160.000 x
g), die Suspension vor (R2) und nach der Solubilisierung (2% GP). Außerdem sind von der Aufreinigung
der U¨berstand nach Inkubation mit dem Cobalt-Harz (DL), die Waschfraktion (W) und die Eluatfraktionen
E1 - E10 aufgetragen. Eluiert wurde mit 5 ml in 500 µl-Fraktionen. Fu¨r Sialin ist das aufgereinigte Protein
in den Fraktionen E2 und E3 zu sehen, VGlut2 befindet sich u¨berwiegend in den Eluaten E1 und E2. Die
theoretische berechneteten Massen der Proteine betragen fu¨r Sialin 54 kDa und fu¨r VGlut2 68 kDa. Im
Western Blot gegen den His-Tag der Proteine wird Sialin als Bande bei 55 KDa und als “verschmierte”
Bande ab 130 KDa in den Eluatfraktionen E2 - E4 detektiert (Abbildung 5.12 C) (vergleiche dazu auch
Abschnitt 5.4.2). VGlut2 wird bei 70 kDa in den Eluatfraktionen E1 - E4 detektiert (Abbildung 5.12 F).
Eine exakte Zuordnung zu den Banden im Coomassiegel ist nicht mo¨glich. Die Mengen der Proteine wurden
mit einer Proteinbestimmung zu 250 µg/ml fu¨r Sialin und zu 150 µg/ml fu¨r VGlut2 bestimmt.
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5.5.3 Rekonstitution von Sialin und VGlut2 in Proteoliposomen
Fu¨r die Rekonstitutionen wurden ungefa¨hr 40 - 100 µg Sialin oder VGlut2 Protein und 100 µg von der H+-
ATPase, sowie 0,5 mg Lipid verwendet. Die Substanzen wurden gemischt, bei -80◦C fu¨r 10 min eingeforen,
schnell wieder aufgetaut und sofort 30-fach in Puffer verdu¨nnt. Danach erfolgte eine Ultrazentrifugation
bei 200.000 x g fu¨r eine Stunde. Das Proteoliposomenpellet wurde anschließend in 200 - 400 µl Puffer
resuspendiert, beschallt und aliquotiert. Es wurden folgende Rekonstitutionsansa¨tze hergestellt:
Tabelle 5.1: Rekonstitutionsansa¨tze
Protein Eigenschaft
Sialin Sialinsa¨uretransport, Negativkontrolle fu¨r Asp und NAAG
Sialin + H+-ATPase Transport Asp und NAAG
VGlut2 + H+-ATPase Glutamat-Transport, Negativkontrolle fu¨r Asp und NAAG
VGlut2 Negativkontrolle fu¨r Glutamattransport
Die Bildung der Proteoliposomen wurde durch Mischen des Lipids mit Nile Red und anschließender Re-
konstitution untersucht. Nile Red interkaliert mit Lipiden, und bei der Reaktion mit Phospholipiden fluo-
reszieren diese rot. Diese Fluoreszenz kann mikroskopisch sichtbar gemacht werden.
Abbildung 5.13: Nile Red Fa¨rbung von Proteoliposomen. Zu sehen sind die vesikula¨ren Strukturen
der Proteoliposomen die mit Nile Red gefa¨rbt wurden (B). Als Kontrolle wurde der Farbstoff nur in Puffer
verdu¨nnt. Der Massstabsbalken betra¨gt 4 µm.
Durch die Fa¨rbung sind gut die entstandenen vesikula¨ren Strukturen der Proteoliposomen sichtbar, die
Gro¨ße variiert stark: Es gibt Vesikel die bis zu 1 µm groß sind (Abbildung 5.13 B). Als Kontrolle wurde der
Farbstoff nur in Puffer verdu¨nnt (Abbildung 5.13 A), es sind keine Strukturen erkennbar. Der Massstabs-
balken betra¨gt 4 µm, es wurden mit einem 63er Objektiv gearbeitet.
Zur weiteren Untersuchung wurden Western Blots der Proben angefertigt, es wurden hierzu jeweils gleiche
Prozentsa¨tze der Proben von vor und nach Rekonstitution aufgetragen (Abbildung 5.14). Es wurde mit dem
Anti-His-Tag Antiko¨rper gearbeitet. Der exemplarische Western Blot zeigt die Signale fu¨r Sialin, fu¨r VGlut2
und ± H+-ATPase nach Mischen mit dem Lipid (Mix) und nach Ultrazentrifugation und anschließender
Resupension (PL). Es wurden zwei verschiedene Blots fu¨r H+-ATPase und Sialin/VGlut2 angefertigt, da
die Proben verschieden behandelt wurden. Die so u¨berpru¨ften rekonstituierten Proteine wurden fu¨r wei-
tere Versuche verwendet, hierbei wurden drei unterschiedliche Rekonstitutionen mit Proteinen aus einer
Aufreinigung verwendet.
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Abbildung 5.14: Exemplarische Western Blots der Rekonstitution. Es wurden gleiche Prozentsa¨tze
der Proben nach Mischen mit dem Lipid (Mix) und nach Ultrazentrifugation und anschließender Resuspen-
sion (PL) aufgetragen. Zu sehen sind die Signale fu¨r Sialin, VGlut2 und H+-ATPase (±). Es wurden zwei
verschiedene Blots angefertigt, da die Proben fu¨r Sialin, VGlut2 und H+-ATPase unterschiedlich behandelt
wurden.
5.5.4 Transportversuche mit rekonstituierten Proteinen
5.5.4.1 Zeit- und Konzentrationsabha¨ngigkeit des Transport von NAAG und Aspartat
Zur Untersuchung des Transports von Aspartat und NAAG durch Sialin wurde dieses zusammen mit der
H+-ATPase in Proteoliposomen rekonstituiert. Diese wurden dann fu¨r Transportuntersuchungen verwendet.
Hierfu¨r wurden die Proteoliposomen mit ATP bei 27◦C vorinkubiert und die Transportreaktion wurde durch
Zugabe von [14C]–Aspartat oder [14C]–NAAG gestartet. Zu verschiedenen Zeitpunkten (1, 3, 5 Minuten)
wurde ein Teil der Probe entnommen, u¨ber eine Sephadex-Sa¨ule gegeben, um ungebundenes Substrat abzu-
trennen, und die im Proteoliposom gebundene Radioaktivita¨t wurde mittels Flu¨ssigszintillation bestimmt.
Nach Bestimmung der Zeitabha¨ngigkeit wurde der Transport von NAAG und Aspartat bei verschiedenen
Konzentrationen zwischen 0,1 und 3 mM bei einer Minute gemessen. Verfahren wurde dabei wie oben
beschrieben. Es konnte kein Transport detektiert werden, wenn keine aktive H+-ATPase vorhanden war
(vergleiche auch Abschnitt 5.5.4.3).
Wie in Abbildung 5.15 zu sehen, werden sowohl NAAG als auch Aspartat ATP-abha¨ngig in die Proteo-
liposomen transportiert. U¨ber den konzentrationsabha¨ngigen Transport la¨sst sich durch einen Michaelis-
Menten-Plot fu¨r NAAG der KM -Wert zu 0,2 ± 0,1 mM und der Vmax mit 2234 ± 52 nmol/mg Protein/min
berechnen. Fu¨r den Asparatat Transport berechnet sich KM zu 0,5 ± 0,2 mM und Vmax und 2429 ± 247
nmol/mg Protein/min.
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Abbildung 5.15: Zeit- und Konzentrationsabha¨ngigkeit von NAAG und Aspartat beim Trans-
port in Sialin-Proteoliposomen. NAAG und Aspartat (Asp) werden in Proteoliposomen transportiert die
Sialin und die H+-ATPase enthalten. Gezeigt sind die Zeitabha¨ngigkeit und die Konzentrationsabha¨ngigkeit fu¨r
NAAG Transport (A,C) und Aspartat Transport (B,D). Fu¨r die Zeitabha¨ngigkeit wurden jeweils zwei unab-
ha¨ngige Versuche in zwei verschiedenen Rekonstitutionsansa¨tzen gemacht. (n = 4, Mittelwert +/- SD). Fu¨r die
Konzentrationsabha¨ngigkeit drei unabha¨ngige Versuche aus zwei verschiedenen Rekonstitutionsansa¨tzen (n =
3, Mittelwert +/- SD), gemessen wurde nach einer Minute. Fu¨r NAAG la¨sst sich durch den Michaelis-Menten-
Plot ein KM -Wert mit 0,2 ± 0,1 mM und ein Vmax mit 2234 ± 52 nmol/mg Protein/min bestimmen, fu¨r
Asparatat ein KM -Wert mit 0,5 ± 0,2 mM und ein Vmax mit 2429 ± 247 nmol/mg Protein/min bestimmen.
5.5.4.2 Kontrollversuche
Als Positivkontrolle wurde die Aufnahme von Sialinsa¨ure in Sialin haltige Proteoliposomen zeitabha¨ngig
untersucht. Hierfu¨r wurden Bedingungen bei pH 6 gewa¨hlt. Wie in Abbildung 5.16 A zu sehen, findet ei-
ne Aufnahme statt. Zur Untersuchung ob NAAG nur durch Sialin und nicht durch a¨hnliche Transporter
transportiert werden kann, wurde hier analog zum Sialin VGlut2 aufgereinigt und ebenfalls in Liposomen
rekonstituiert. Gezeigt ist die prozentuale Aufnahme von Glutamat und NAAG in VGlut2 haltigen Pro-
teoliposomen mit und ohne aktiver H+-ATPase (Abbildung 5.16 B). Der Transport von Glutamat findet
nur statt, wenn eine aktive H+-ATPase vorhanden ist, es ist kaum Transport messbar, wenn nur VGlut2
vorhanden ist. Der NAAG Transport liegt mit und ohne H+-ATPase auf dem Niveau von Glutamat ohne
aktive H+-ATPase, es findet also kein Transport statt.
5.5.4.3 Transport und Inhibition
Zur weiteren Untersuchung des Transports von NAAG und Aspartat in Sialin haltige Proteoliposomen,
wurde in Ablehnung an Miyaji et al.91 untersucht, ob der Transport auch durch Gabe an Valinomycin
angeregt werden kann. Valinomycin erzeugt ein Membranpotential (innen positiv) durch Kalium-Diffusion.
In Anwesenheit von ATP reduziert es den Aspartat Transport83. Abbildung 5.17 A zeigt die Aufnahme
von NAAG und Aspartat in die Sialin und H+-ATPase haltigen Proteoliposomen mit und ohne ATP und
Valinomycin. Eine Aufnahme von NAAG und Aspartat erfolgt bei aktiver H+-ATPase (+ATP, 2 mM),
diese Aufnahme wird durch zusa¨tzliche Gabe an Valinomycin (2 µM) um ungefa¨hr 40% reduziert. Ist kein
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Abbildung 5.16: Transport von Sialinsa¨ure und Glutamat. Gezeigt ist die zeitabha¨ngige Aufnahme
von Sialinsa¨ure in Sialin haltige Proteoliposomen bei pH = 6 (A) (n = 3, Mittelwert +/- SD) und die Aufnahme
von Glutamat und NAAG in VGlut2 haltige Proteoliposomen (B) (n = 2, Mittelwert +/- SD). Die Aufnahme
von Glutamat erfolgt nur bei aktiver H+-ATPase, der Transport von NAAG durch VGlut2 kann nicht gemessen
werden.
ATP vorhanden, liegt die Aufnahme von NAAG und Aspartat bei unter 10%, gemessen an der Aufnahme
bei aktiver H+-ATPase. Durch Gabe an Valinomycin bei inaktiver H+-ATPase kann der Transport wie-
der auf Normalniveau (wie bei aktiver H+-ATPase) angeregt werden. Fu¨r diesen Versuch wurden 2,5 mM
NAAG und 1,5 mM Aspartat eingesetzt, gemessen wurde nach einer Minute Inkubationszeit bei 27◦C. Fu¨r
alle Ansa¨tze wurden die Proteoliposomen bei 27◦C vorinkubiert. Die Inhibition des Transports von NAAG
Abbildung 5.17: Transport und Inhibition von NAAG und Aspartat in Sialin haltige Proteolipo-
somen. Gezeigt ist der Transport von NAAG und Aspartat in Sialin und H+-ATPase haltige Proteoliposomen
mit oder ohne ATP (2 mM) und Valinomycin (2 µM) (A). Die Inhibition des Transports durch FCPP, Sialin-
sa¨ure oder Valproat (B) und die Untersuchung zur pH-Abha¨ngigkeit des Transports von NAAG (C). Sowohl der
Transport von NAAG als auch Aspartat kann sowohl durch Gabe von ATP oder Valinomycin angeregt werden.
Durch Gabe von Valinomycin bei akiver H+-ATPase (+ATP) wird die Aufnahme signifikant verringert. Der
Transport beider Substanzen kann durch Zugabe von FCCP oder Sialinsa¨ure inhibiert werden. Gezeigt sind
drei (fu¨r NAAG) oder vier (fu¨r Asp) unabha¨ngige Experimente aus zwei verschiedenen Rekonstitutionsansa¨tzen
(n = 3 - 4, Mittelwert +/- SD), die Signifikanz des Transports bezogen auf den Transport mit ATP Gabe ist
durch * gekennzeichnet (Student’scher t-Test p < 0,05, n = 3 - 4).
und Aspartat in Sialin haltige Proteoliposomen mit aktiver H+-ATPase (2 mM ATP) sollte mit verschie-
denen Faktoren untersucht werden (Abbildung 5.17 B). Es wurden 0,2 mM NAAG und 0,5 mM Asparat
verwendet um im Konzentrationsbereich des KM -Wertes zu liegen. Als Inhibitoren wurden 20 µM FCCP,
5 mM Neu5Ac oder 20 µM Valproat eingesetzt. Fu¨r Valpraot wird beschrieben, dass es die Konzentration
an Aspartat in Nervenendigungen reduziert92. Die Aufnahme von NAAG und Aspartat wird sowohl durch
FCCP als Entkopplungsreagenz, als auch durch einen U¨berschuss an Sialinsa¨ure inhibiert. Mit Valproat
la¨sst sich keine signifikante Reduzierung des Transports feststellen.
Als Letztes wurde untersucht, ob auch der Transport von NAAG in die rekonstituierten Proteoliposomen
zusa¨tzlich eine pH-Abha¨ngigkeit aufweist, wie im Zellversuch gezeigt (Abbildung 5.17 C). Hierfu¨r wurden
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Sialin haltige Proteoliposomen mit aktiver H+-ATPase (+ATP, 2mM) oder mit Valinomycin (2 µM) Be-
handlung ohne ATP verwendet. Es wurde bei pH = 7 und bei pH = 9 gemessen, fu¨r pH = 9 wurde zusa¨tzlich
mit Glycylglycin gepuffert. Verwendet wurden 2,5 mM NAAG, gemessen wurde nach einer Minute Inku-
bation nach Durchlauf u¨ber eine Sephadexsa¨ule. Es gibt eine Tendenz zu einem besseren Transport von
NAAG mit Valinomycin Behandlung und pH = 9, dies ist aber nicht signifikant (Student’scher t-Test, p =
0,1, n = 4). Es wurden fu¨r alle hier gezeigten Versuche vier unabha¨ngige Experimente unter Verwendung




6.1 Untersuchung der NAAG Synthetase II
Wie einleitend beschrieben, konnten zwei Synthetasen identifiziert werden, die NAAG in einem ATP-
abha¨ngigen Prozess produzieren19,21. Diese Synthetasen werden als NAAGS-I und NAAGS-II bezeichnet.
In dieser Arbeit wurden unter anderem genauere Untersuchungen zur NAAGS-II gemacht.
Collard et al.21 konnten zeigen, dass beide Synthetasen neben dem Hauptprodukt NAAG auch β-Citrylglu-
tamat (BCG) synthetisieren. In dieser Arbeit konnte durch metabolische Markierung von Zellen gezeigt
werden, dass NAAGS-II neben dem Hauptprodukt NAAG (und BCG) noch eine weitere Substanz synthe-
tisiert. Diese Substanz konnte durch verschiedene Experimente als Tripeptid NAAG2 identifiziert werden
(vergleiche Abbildung 4.2 - 4.10):
Untersuchungen in Anlehnung an Brovia et al.76 zeigten, dass es eine cyclisierte Form des NAAG (asu-
NAAG) gibt. Das es sich hierbei aber nicht um die unbekannte Substanz handelte, konnte in vergleichenden
ESI-MS-Messungen von Zellextrakte gezeigt werden, die entweder NAAGS-I oder NAAGS-II und Nat8L
exprimierten und keinerlei Unterschied im Massenbereich des asu-NAAG zeigten (Abbildung 4.6). HPLC-
Messungen von Peptidextrakten von Zellen die entweder NAAGS-I oder NAAGS-II und NaDC3 expri-
mierten und mit NAA markiert wurden, konnten zeigen, dass es keine Unterschiede in den Spektren der
NAAGS-I und NAAGS-II gab und das asu-NAAG nicht nachweisbar war. Da die unbekannte Substanz X
scheinbar gleiches oder a¨hnliches Laufverhalten im HPLC-Spektrum zeigt wie NAAG, muss X eine chemi-
sche A¨hnlichkeit zu NAAG aufweisen (vergleiche Abschnitt 4.1.2, Abbildung 4.5).
Durch Hydrolyseversuche und enzymatische Spaltung von X, konnte diese Substanz als das Tripeptid
NAAG2 identifiziert werden: Die Experimente zeigten, dass die Bestandteile der Substanz Glutamat und
Asparat sind und das der enzymatische Verdau u¨ber NAAG zu NAA verla¨uft. Es wurde im Verha¨ltnis
betrachtet mehr Glutamat in X als in NAAG gefunden (vergleiche Abschnitt 4.1.3). Diese Ergebnisse be-
sta¨rkten die Hypothese, dass es sich bei der unbekannten Substanz X um NAAG2 handelt. Besta¨tigt werden
konnte dies durch vergleichende du¨nnschichtchromatographische Analyse von X und synthetischem NAAG2
Standard (Abschnitt 4.1.4).
Vergleichende massenspektrometrische Untersuchungen von Peptidextrakten von Zellen die entweder NAAGS-
I oder NAAGS-II und Nat8L exprimierten, konnten zeigen, dass das m/z = 432, welche der theoretischen
Masse [M-H+] von NAAG2 entspricht nur in Extrakten der NAAGS-II zu finden war. Das Fragmentierungs-
muster konnte strukturell entschlu¨sselt werden und entsprach der Fragmentierung des NAAG2 Standards
(vergleiche Abschnitt 4.2, Abbildung 4.9).
Bei der Quantifizierung von NAAG und NAAG2 in Extrakten von Zellen die NAAGS-II und Nat8L oder
NaDC3 (mit NAA inkubiert) exprimierten, war auffa¨llig, dass bei einem hohen Angebot an NAA (durch
69
Kapitel 6. Diskussion
NaDC3 Expression und NAA Behandlung) im Verha¨ltnis betrachtet, viel weniger NAAG2 synthetisiert
wurde als bei einem kleineren Angebot an NAA (bedingt durch Nat8L). Fu¨r NAAG hingegen waren die
Verha¨ltnisse genau umgekehrt, bei viel NAA wurde viel NAAG gebildet, bei weniger NAA weniger NAAG.
Da hohe Mengen an NAA die Synthese von NAAG2 scheinbar inhibieren, la¨sst dies auf eine Substratkom-
petition schließen.
Betrachtet man diesen Aspekt von der physiologischen Seite findet man hohe Konzentrationen von NAA
in verschiedenen Neuronen93,94. Mit Konzentrationen von bis zu 4 mM NAA im Gehirn, kann vermutet
werden, dass Neuronen die NAA produzieren auch sehr hohe Konzentrationen an NAA enthalten. Hier
wu¨rde also folglich kaum oder kein NAAG2 produziert. Eventuell ga¨be es aber andere Neuronenarten mit
wenig NAA und demzufolge relativ hohen Mengen an NAAG2.
Es wurden verschiedene Untersuchungen zur Funktion von NAAG2 durchgefu¨hrt. Durch eine neue Tandem-
Massenspektrometriemethode konnte NAAG2 nicht nur in NAAGS-II exprimierenden Zellen, sondern auch
im murinen Nervensystem nachgewiesen werden (Abbildung 4.11). Die Existenz von NAAG2 im Nerven-
system von Wirbeltieren wurde bisher noch nicht beschrieben. Die Eigenschaft durch Kondensation von
einem oder mehreren Glutamatresten an kleinen Peptide diese zu vera¨ndern, ist fu¨r verschiedene prokaryo-
tische Mitglieder der ATP-grasp Protein Familie beschrieben. Als Beispiel katalysiert das RimK Protein
aus E. coli die Kondensation von bis zu vier Glutamatresten an den Carboxylrest des ribosomalen Protein
S695. Dies zeigt, dass diese Funktion schon bekannt ist fu¨r diese Proteinfamilie. Ob es auch im murinen
Nervensystem die entsprechenden Oligopeptide von NAAG gibt (also NAAG3, NAAG4 usw.), konnte mit
der verwendeten Massenspektrometriemethode noch nicht geka¨rt werden, da diese Peptide nicht mehr im
messbaren Bereich lagen. Dies sollte aber weiter verfolgt werden, eventuell u¨ber die Messung der exakten
Massen durch hochauflo¨sende Massenspektrometrie.
In Untersuchungen mit GCP-II, als spezifische Peptidase fu¨r NAAG konnte gezeigt werden, dass auch
NAAG2 ein Substrat fu¨r GCPII ist. Der KM -Wert von NAAG2 ist dabei vergleichbar zu den gemessenen
Werten von NAAG und liegt in derselben Gro¨ßenordnung wie die KM -Werte von NAAG in fru¨heren Ar-
beiten54,77.
GCPIII wurde durch Immunpra¨zipitation aus Zelllysaten mit IgG Sepharose gewonnen. Gezeigt werden
konnte eine Hydrolyse von NAAG, nicht aber von NAAG2. Der Abbau von NAAG durch GCPIII liegt
nach zwei Stunden ungefa¨hr bei 7 - 10%, wohingegen der Abbau von NAAG durch GCPII bei 20% liegt. In
der Literatur ist beschrieben, dass GCPIII zwar NAAG abbaut, aber im viel geringeren Maße als GCPII
und dass das Hauptsubstrat fu¨r GCPIII β-Citrylglutamat ist55. β-Citrylglutamat (BCG) wird nur sehr we-
nig von NAAGS-II synthetisiert, die Menge an BCG, synthetisiert durch NAAGS-I, ist viel ho¨her (75fach
ho¨here Konzentration an BCG als NAAG)21. Dies la¨sst vermuten, dass GCPII eher fu¨r den Abbau von
NAAG und NAAG2 verantwortlich ist, wohingegen GCPIII hauptsa¨chlich BCG abbaut. Die Hydrolyse von
NAAG durch GCPII bewirkt extrazellula¨r eine Freisetzung von NAA und Glutamat96. Glutamat kann
anschließend von Neuronen oder Astrozyten aufgenommen werden. Es wird diskutiert, ob es eine Rolle
von NAAG ist, große Mengen an Glutamat aus Neuronen freizusetzen und extrazellula¨r zu transportieren,
ohne seine excitotoxische Wirkung zu entfalten65. Sollte dies der Fall sein, wa¨re NAAG2 in der Lage die
doppelte Menge an Glutamat auf diese Weise zu transportieren und ko¨nnte aus diesem Grund synthetisiert
werden. Im Weiteren wurde untersucht, ob NAAG2 ebenfalls ein Substrat fu¨r den Peptidtransporter Pept2
ist. Dieser transportiert NAAG80 und wird im zentralen Nervensystem exprimiert34,78,79. Es konnte gezeigt
werden, dass auch NAAG2 durch Pept2 transportiert wird und dass sich der Transport von NAAG und
NAAG2 konzentrationsabha¨ngig gegenseitig inhibiert. Es wird beschrieben, dass Pept2 eine mo¨gliche Rolle
in der Dispositionierung und Transport von NAAG in Neuronen hat80. Eine a¨hnliche Rolle ko¨nnte auch
der Transport von NAAG2 beinhalten.
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Untersuchungen zur Menge und Verteilung an NAAG2, NAAG und NAA im zentralen und peripheren
Nervensystem sollten Aufschluss u¨ber die Konzentrationen der Peptide in verschiedenen Bereichen des
Nervensystems geben (vergleiche Abschnitt 4.4, Abbildung 4.16). Sowohl NAAG als auch NAAG2 zeigen
in wt Tieren eine Verteilung, die vom vorderen Bereich des zentralen Nervensystems (Kleinhirn, Cortex,
optischer Nerv) u¨ber den zentralen Bereich (u¨ber Medulla Oblangata, Ru¨ckenmark) zum peripheren Ner-
vensystem (Ischiasnerv) zunimmt. Die Menge an NAAG stimmt hierbei mit Angaben aus a¨lteren Arbeiten
u¨berein1,41,97, allerdings ist dies nur ansatzweise vergleichbar, da die meisten Untersuchungen an Ratten
gemacht wurden. Die Menge an NAAG2 liegt um das 10 - 20fache niedriger als die Menge an NAAG. Die
Synthese ist aber abha¨ngig von der Expressionsrate der NAAGS-II, NAAGS-I und Nat8L. Wie schon vorher
beschrieben, sollten Zellen mit einer hohen Nat8L Aktivita¨t nur sehr wenig NAAG2 produzieren, wohinge-
gen Zelltypen mit einer hohen NAAGS-II Aktivita¨t und nur geringer Nat8L Aktivita¨t gro¨ßere Mengen an
NAAG2 produzieren sollten. Die Menge an NAAG2 ko¨nnte also stark zellspezifisch sein.
In NAAGS-II ko Tieren ist kein NAAG2 mehr detektierbar, dies beweist noch einmal, dass NAAG2 nur
durch die NAAGS-II synthetisiert wird. Die Menge an NAAG im adulten NAAGS-II defizienten Tier
geht um bis zu 70% zuru¨ck (zum Beispiel im Ischiasnerv), die geringsten Unterschiede zwischen wt und
NAAGS-II ko sind im Cortex und im Kleinhirn zu finden. Dies la¨sst darauf schließen, dass vermutlich hier
die NAAGS-I eine ho¨here Aktivita¨t aufweist. In heterozygoten Tieren liegt der Ru¨ckgang von NAAG bei 30-
40%, die Menge von NAAG2 verringert sich um 50%. Die Menge an NAA ist um bis zu eine Gro¨ßenordnung
ho¨her als die Menge an NAAG, mit den ho¨chsten Konzentrationen in Kleinhirn, Stammhirn und Medulla
oblangata. Dies stimmt in der Gro¨ßenordnung mit Ergebnissen aus a¨lteren Arbeiten32,97,98 u¨berein. Auch
hier ist zu beru¨cksichtigen, dass die meisten Ergebnisse aus Untersuchungen mit Ratten stammen. Zwischen
wt und heterozygoten Tieren gibt es keine signifikanten Unterschiede im Level von NAA. In NAAGS-II ko
Tieren gibt es eine signifikante Verringerung von NAA im Cortex und im Kleinhirn gegenu¨ber wt Tieren.
Hier ist der Unterschied in den NAAG Mengen zwischen wt und NAAGS-II ko am geringsten. Eventuell be-
dingt ein geringeres Angebot an NAA eine Hochregulation der Produktion von NAAG durch die NAAGS-I.
Da die Expressionsmuster der NAAGS-I und der NAAGS-II sich stark unterscheiden und es Hinweise darauf
gibt, dass die NAAGS-I eine gro¨ßere Rolle im embryonalen und fru¨hen postnatalen Stadium spielt, wurden
hier Untersuchungen zum altersabha¨ngigen Expressionsmuster und zur Verteilung von NAAG und NAAG2
in den NAAGS-II ko, heterozygoten und wt Ma¨use gemacht.
NAAGS-I zeigt ein weitla¨ufiges Verteilungsmuster u¨ber das gesamte Gehirn19. Im Gegensatz dazu ist die
Verteilung von NAAGS-II punktueller. Außerdem entsprechen die Regionen der NAAGS-II Expression den
Regionen mit hohen NAAG Konzentrationen1,20,41. NAAGS-II ko¨nnte speziell die NAAG Produktion in
bestimmten Regionen des Nervensystems anzuregen ohne zugleich zu einer sehr viel ho¨heren BCG-Synthese
zu fu¨hren. Collard et al. konnten zeigen, dass die Produktion von BCG durch NAAGS-II 75-fach niedriger
liegt als die von NAAG, wohingegen die Produktion durch NAAGS-I fu¨r NAAG und BCG gleicherma-
ßen ist21. Die altersabha¨ngige Untersuchung der Peptide zeigt in wt Tieren eine deutliche Abnahme an
NAAG mit zunehmenden Alter (vergleiche Abschnitt 4.5 Abbildung 4.17) . NAAG2 hingegen ist im Alter
von einem Tag nicht detektierbar und nimmt in 21 Tage alten Tieren wieder ab. Auffa¨llig ist außerdem,
dass in einen Tag alten NAAGS-II defizienten Tieren noch keine signifikante Verringerung in der NAAG
Menge zu sehen ist, dies beginnt erst im Alter von 10 Tagen mit einer Abnahme um ungefa¨hr 40% bis hin
zum adulten Tier und einer Abnahme von 70%. NAAG2 ist im NAAGS-II ko Tier nicht zu detektieren,
die Reduktion in heterozygoten Tieren nimmt aber ebenfalls mit steigendem Alter deutlich zu. Die Ex-
pression der NAAGS-II und NAAGS-I zeigen ein korrespondierendes Verhalten (vergleiche Abschnitt 4.5
Abbildung 4.18). Die Produktion an NAAGS-II nimmt mit steigendem Alter zu und liegt im jung adulten
Tier fast fu¨nfmal so hoch wie im neugeborenen Tier (P1). Die Expression an NAAGS-I nimmt hingegen
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mit steigendem Alter ab und ist im adulten Tier ungefa¨hr sechsmal niedriger als im neugeborenen Tier.
Die Expression von NAAGS-I, Nat8L oder GCPII ist in den NAAGS-II ko Tieren nicht signifikant ver-
a¨ndert. Auffa¨llig ist auch, dass die Expression von GCPII erst mit dem Alter ansteigt, wohingegen die
Nat8L Expression altersunabha¨ngig ist. Diese Ergebnisse unterstu¨tzen die Hypothese, dass die NAAGS-I
eher im embryonalen und fru¨hen postnatalen Alter eine Rolle spielt, wohingegen die NAAGS-II erst im
steigenden Alter an Bedeutung zunimmt. Dies wird dadurch unterstu¨tzt, dass die BCG Konzentration im
embryonalen und fru¨hen postnatalen Alter am ho¨chsten ist und danach stark abnimmt99. Betrachtet man
die Tatsache, dass BCG ein Eisen-Chelatkomplexbildner ist und dies eine Eigenschaft zur Inhibition der
Bildung von reaktiven Sauerstoffformen ist40, ko¨nnte man vermuten, dass NAAGS-I eine generelle Rolle
zum Schutz vor oxidativem Stress, zum Beispiel bei hypoxischer Ischa¨mie, hat. NAAGS-II scheint hinge-
gen spezifisch fu¨r die Produktion von NAAG und NAAG2 im adulten Tier notwendig zu sein. Da beide
Synthetasen in 10 Tage alten Tieren stark exprimiert werden und hier die NAAG Konzentration besonders
hoch ist, scheint in dieser Altersstufe sowohl eine Produktion von BCG als auch hohe Konzentrationen von
NAAG besonders wichtig zu sein. Dies ko¨nnte mit dem Entwicklungsstadium zusammenha¨ngen. In 10 Tage
alten Tieren steigt die Zahl synaptischer Verknu¨pfungen und die Myelinisierung beginnt. Es konnte gezeigt
werden, dass in NAAGS-II ko Tieren, eine Entwicklungverzo¨gerung von ungefa¨hr 5 Tagen in der Expression
vom Proteolipid Protein (PLP) und Myelin basischen Protein (MBP) vorliegt. Dies la¨sst vermuten, dass
eventuell ein Zusammenhang von hohen Konzentrationen an NAAG und Myelinbildung besteht.
Ob NAAG2 wie NAAG neuroprotektive Eigenschaften durch die agonistische Bindung an den Glutamatre-
zeptor hat, muss noch gekla¨rt werden. Fru¨here Studien, in denen NAAG durch einen Antiko¨rper detektiert
wurde, ko¨nnten auch NAAG2 detektiert haben
100. Sinvoll wa¨re fu¨re weitere Untersuchungen die Synthese
von NAAG2 spezifischen Antiko¨rpern oder die Messung nach Mikrodialyse durch Tandem-LC/MS Messun-
gen100.
In Versuchen mit Prima¨rkulturen wurde die neuroprotektive Rolle von NAAG untersucht und auf Unter-
schiede in den NAAGS-II ko und wt Zellen u¨berpru¨ft. Die meisten Untersuchungen zu neuroprotektiven
Eigenschaften von NAAG beruhen auf der indirekten Erho¨hung von NAAG durch Inhibition der Glutamat-
carboxypeptidasen GCPII und GCPIII. Hier wurde fu¨r die Versuche 2-PMPA (2-(Phosphonomethyl)-
Glutarsa¨ure) als Inhibitor verwendet, der durch die Kristallstruktur der Enzyme als Inhibitor gefunden
wurde25. GCPII wird fast ausschließlich in Gliazellen exprimiert, wa¨hrend GCPIII auch in Neuronen ex-
primiert wird24,25. A¨ltere Arbeiten zeigen aber auch eine Expression von GCPII in Neuronen56. Gezeigt
wurde, dass GCPIII u¨berwiegend BCG hydrolysiert55. Hier wurde untersucht ob 2-PMPA auch einen Ein-
fluss in reinen Neuronenkulturen hat, was die Expression von GCPII auch in Neuronen vermuten la¨sst und
ob es Unterschiede zwischen Neuronen aus wt und NAAGS-II ko Tieren gibt.
Die Ergebnisse zeigen, dass 2-PMPA auch in reinen wt Neuronenkulturen neuroprotektiv wirkt, die Ver-
besserung liegt hier bei 10 - 20%. Dies la¨sst vermuten, dass GCPII auch in Neuronen vorkommt, wie es
auch in a¨lteren Arbeiten postuliert wurde56, oder dass GCPIII doch einen gro¨ßeren Einfluss hat. Eventuell
wird doch mehr NAAG durch GCPIII hydrolysiert, als angenommen, oder BCG hat ebenfalls neuropro-
tektive Eigenschaften. In Neuronenkulturen aus NAAGS-II ko Ma¨usen und auch in den Mischkulturen ist
die Reaktion auf die neurotoxischen Substanzen viel ho¨her als im vergleichbaren wt, die Sterberate ist
um 30 - 40 % gro¨ßer, die reinen Neuronenkulturen aus den NAAGS-II Tieren ko¨nnen nicht durch Gabe
von 2-PMPA positiv stimuliert werden. In den wt Mischkulturen liegt die Sterberate 2,5-fach ho¨her als in
der Kontrolle bei DO und KCN Behandlung und 1,5 Mal ho¨her bei NMDA Behandlung. Die Gabe von
2-PMPA in der verwendeten Konzentration bewirkt eine Regeneration der Zellen auf Kontrollniveau, dies
konnte auch schon in verschiedenen fru¨heren Studien gezeigt werden48,52,53. In den NAAGS-II ko Misch-
kulturen (NAAGS-II ko Neuronen und wt Astrozyten) liegt die Sterberate 3,5-fach ho¨her als die Sterberate
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in den Kontrollzellen, diese kann durch Gabe von 2-PMPA um 40 - 50 % verbessert werden. Das 2-PMPA
auch auf die unbehandelten Kontrollen von wt Mischkulturen einen protektiven Effekt hat, konnte schon
fru¨her gezeigt werden52 und ist darauf zuru¨ckzufu¨hren, dass die Protektivita¨t auch auf die Kultivierung
der Zellen wirkt. Dass die Neuronen aus den NAAGS-II ko Tieren sta¨rker auf die Stressfaktoren ansprechen
und nur im geringeren Maße auf die Gabe von 2-PMPA reagieren kann verschiedene Ursachen haben: In
der quantitativen Messung von NAAG konnte gezeigt werden, dass es 35 % weniger NAAG in den Zellen
gibt und das wesentlich weniger NAAG an das Medium abgegeben wird (vermutlich weil weniger produziert
wird). Geht man davon aus, dass NAAG erst nach Abgabe in den Extrazellula¨rraum an den metabotro-
pen Glutamatrezeptor bindet, der sich an der Oberfla¨che von Neuronen und Astrozyten befindet, ist eine
mo¨gliche Ursache, dass nicht genug NAAG zur Aktivierung der Rezeptoren vorhanden ist, da der Anteil an
hydrolysiertem NAAG ohne 2-PMPA Behandlung ho¨her ist, weil die Menge an GCPII in den Tieren nicht
vera¨ndert ist. Da von den NAAGS-II ko Neuronen kein NAAG2 mehr gebildet werden kann, ko¨nnte auch
dies eine Ursache sein, wenn man davon ausgeht, dass auch NAAG2 a¨hnliche neuroprotektive Eigenschaften
wie NAAG hat. Ein weiterer Ansatz der untersucht werden sollte, ist das Verhalten von Mischkulturen aus
NAAGS-II ko Neuronen und Astrozyten, ebenso wie die Untersuchung von Mischkulturen aus Nat8L ko
Tieren, in denen kein NAAG mehr vorhanden ist.
In verschiedenen Erkrankungen wurden im Liquor von Patienten erho¨hte NAAG Mengen gefunden, zum
Beispiel in der Pelizaeus-Merzbacher Krankheit oder der SALLA Erkrankung. Ebenfalls erho¨hte Konzentra-
tionen an NAAG wurden in Patienten gefunden die an der Canavan Krankheit leiden. Bei dieser Erkrankung
handelt es sich um eine Defizienz der Aspartoacylase43, die NAA hauptsa¨chlich in Oligodendrozyten zu
Aspartat und Acetat abbaut. Hier wurde im Tiermodell der Canavan Krankheit untersucht, ob eine Erho¨-
hung der Konzentration an NAAG oder NAAG2 in Peptidextrakten des Gehirns vorliegt und ob dies mit
Vera¨nderungen der Expressionslevel der NAAGS einhergeht. Es konnte in den Aspartoacylase ko Ma¨usen
eine Erho¨hung an NAA um 50% und eine Erho¨hung an NAAG und NAAG2 um 35% gefunden werden.
Diese Anreicherung geht aber nicht mit einer erho¨hten Expressionsrate der NAAGS einher. Die Erho¨hung
an NAAG und NAAG2 ko¨nnte ein sekunda¨rer Effekt durch das ho¨here Angebot an NAA sein. Da es keine
Vera¨nderungen in der Expression von GCPII gibt, ergibt sich auch kein regulatorisch bedingter erho¨hter
Abbau von NAAG zu NAA.
In Nat8L ko Tiere werden weder NAA noch NAAG oder NAAG2 produziert. Hiermit wird noch einmal
bewiesen, dass NAA nur durch die Synthase produziert wird und direkt an der Synthese von NAAG und
NAAG2 beteiligt ist und nicht ersetzt werden kann. In den heterozygoten Tieren gibt es einen Ru¨ckgang
von NAA um 50%, die Peptide NAAG und NAAG2 zeigen keine Vera¨nderung. Dies zeigt, dass das Angebot
an NAA in den heterozygoten Tieren noch so hoch ist, dass die Synthese der Peptide nicht beeinflusst wird.
Zusammenfassend la¨sst sich sagen, dass die NAAGS-II neben dem Hauptprodukt NAAG noch ein weiteres
Peptid synthetisiert, das Tripeptid N-Acetylaspartylglutamylglutamat (NAAG2). Dieses wird nicht durch
die NAAGS-I produziert. NAAG2 kann ebenfalls durch GCPII abgebaut werden und wird auch von Pept2
transportiert. NAAG2 kann im murinen Nervengewebe gefunden werden und hat dabei dieselbe Verteilung
wie NAAG. Altersabha¨ngige Studien von wt und NAAGS-II ko Tieren zeigen, dass die NAAGS-I eine gro¨-
ßere Rolle im embryonalen und fru¨hen postnatalen Alter zu spielen scheint. Wohingegen die NAAGS-II erst
im postnatalen und adulten Alter an Bedeutung gewinnt. Zu einer physiologischen Funktion von NAAG2
kann bis zu diesem Zeitpunkt noch keine eindeutige Aussage gemacht werden.
73
Kapitel 6. Diskussion
6.2 Sialin als NAAG Transporter
Um den postulierten Metabolismus von NAAG weiter aufzukla¨ren, wurde untersucht wie NAAG und auch
NAAG2 in synaptische Vesikel transportiert werden ko¨nnen. Bekannt ist die Calcium-abha¨ngige Freisetzung
von NAAG an Synapsen11,14,22. Nicht bekannt ist der Transport in synaptische Vesikel. Neale et al. konnten
NAAG in konzentrierter Form in synaptischen Vesikeln nachweisen und zeigen dass es als Cotransmitter
mit den klassischen Neurotransmittern Glutamat, GABA und Acetylcholin freigesetzt wird96.
Ein Teil dieser Arbeit bescha¨ftigte sich mit der Untersuchung des Transports von NAAG in synaptische Ve-
sikel. Hier wurde der Schwerpunkt auf die Untersuchung von Sialin gelegt da dieses verschiedenen Faktoren
entspricht, die es als potentiellen Kandidaten fu¨r den NAAG Transport wichtig machen: Sialin (SLC17A5),
ist bekannt als lysosomaler H+/Sialinsa¨ure Cotransporter. Seine extra-lysosomalen Lokalisation in Neuro-
nen la¨sst weitere Funktionen neben dem Transport von Sialinsa¨ure vermuten. Miyaji et al. konnten mit
spezifischen Antiko¨rpern gegen Sialin zeigen, dass es in synaptisch a¨hnlichen Mikrovesikeln vorkommt83.
Miyaji et al. konnten außerdem zeigen, dass sowohl Glutamat als auch Aspartat durch Sialin in diese
Vesikel transportiert werden ko¨nnen und dass der Transport von Aspartat und Glutamat durch Sialin spe-
zifisch ist83. Sialin scheint in synaptischen Vesikeln vorzukommen und dort den Transport von Aspartat
und Glutamat zu katalysieren. Betrachtet man als letzten Punkt die Zusammensetzung von Sialinsa¨ure
(Neu5Ac), kann man einige Parallelen zu NAAG finden. Beide Moleku¨le sind a¨hnlich groß, besitzen eine
N-Acetylgruppe und haben beide a¨hnliche Donor-Akzeptoreigenschaften. Studien zur Bindung von Neu5Ac
und synthetischen Analoga an das aktive Zentrum von Sialin zeigen, dass vor allem starke Bindungen u¨ber
die Acetylgruppe, die Hydroxy-Gruppen und die Sa¨uregruppe aufgebaut werden101. U¨ber die Acetylgruppe
(die auch im NAAG vorhanden ist) ko¨nnen bis zu fu¨nf Komplexbindungen zu verschiedenen Resten ausge-
bildet werden (β-Anomer, “offenes Lumen Modell”).
Aufgrund der aufgezeigten Eigenschaften wurde untersucht, ob NAAG in Vesikel transportiert werden kann
und ob dies mo¨glicherweise durch Sialin als Transporter katalysiert wird.
Zuerst wurde untersucht ob in Mikrovesikeln aus Ma¨usen eine Aufnahme von NAAG und Aspartat messbar
ist. Fu¨r die Anreicherung der Vesikel wurde ein Protokoll von Hell et al. in modifizierter Form verwen-
det73,74. Die Anreicherung der Vesikel wurde mit Western Blot Analysen mit Antiko¨rpern gegen Synap-
tophysin, Na+/K+-ATPase und EEA1 u¨berpru¨ft (vergleiche Abbildung 5.1). Außerdem wurden Proteom
Studien der Fraktion durchgefu¨hrt und mit Studien aus Ratten Vesikeln verglichen (Daten nicht gezeigt).
Es konnten viele spezifische Proteine fu¨r synaptische Vesikel wie Synaptophysin, Synapsin 1a und 1b, Ve-
sikel assoziierte Proteine, die VGlut Transporter und andere vesikula¨re Transporter gefunden werden. Die
verwendeteten Mikrovesikel sind vergleichbar mit den synaptischen Vesikel a¨hnlichen Mikrovesikeln die von
Miyaji et al. verwendet wurden und mit denen der Sialin abha¨ngige Transport von Glutamat und Aspartat
gemessen wurde83.
Im Transportversuch konnte gezeigt werden, dass sowohl NAAG als auch Aspartat in die Vesikel trans-
portiert werden. Dieser Transport ist ATP-abha¨ngig und kann durch Zugabe von Entkopplern (FCCP und
GramD) inhibiert werden. Die Aufnahme erfolgt nur in Gegenwart von Cl−-Ionen, wie auch schon fu¨r
Aspartat und Glutamat gezeigt wurde90,102. Hier wurde außerdem untersucht ob dieser Transport durch
einen U¨berschuss an Sialinsa¨ure oder Glutamat gehemmt werden kann und ob sich Aspartat und NAAG
gegenseitig inhibieren ko¨nnen. Der NAAG Transport wurde signifikant durch Zugabe an Glutamat, Sialin-
sa¨ure und Aspartat gehemmt. Der Aspartattransport kann durch Zugabe an NAAG gehemmt werden. Dies
la¨sst vermuten, dass NAAG und Aspartat denselben Transporter transportiert werden. Außerdem la¨sst die
Inhibition durch Glutamat und Sialinsa¨ure darauf schließen, dass Sialin am Transport beteiligt sein ko¨nnte.
Bei der kinetischen Untersuchungen von NAAG- und Aspartattransport in Vesikel konnte gezeigt werden,
dass sie a¨hnliche Substrateigenschaften haben.
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Zur weiteren Untersuchung wurde ein Zellkulturversuch entwickelt, indem die Aufnahme von NAAG durch
Sialin du¨nnschichtchromatographisch nachgewiesen werden kann. Ein vom Prinzip analoger Versuch wur-
de von Wreden et al.103,104 zur Untersuchung des Transports von Glutamat und Neu5Ac (Sialinsa¨ure)
durchgefu¨hrt. Dort wurden aufgrund der pH-Abha¨ngigkeit des Transports von Neu5Ac saure Bedingungen
gewa¨hlt. Im ersten Versuch zum Transport mit NAAG wurden aufgrund der Vermutung, dass der Transport
pH-abha¨ngig sein ko¨nnte, alkalische Bedingungen gewa¨hlt. Physiologisch betrachtet, muss der Transport
von NAAG nach außen gerichtet sein. Da fu¨r andere Ionen oder Potential abha¨ngige Transporter bekannt
sind, dass sie das gleiche Substrat in beide Richtungen transportieren ko¨nnen und in Abha¨ngigkeit von der
Richtung des Ionengradienten ist105, ko¨nnte dies auch fu¨r Sialin gelten.
Gezeigt wurde die Aufnahme von NAAG durch Sialin und eine sta¨rkere Aufnahme durch die Oberfla¨-
chenmutante Sialin-L22/23A. Mit dem Kontrollprotein (EGFP) konnte keine Aufnahme detektiert werden.
Die Mutagenese des lysosomalen Ru¨ckhaltesignals im Sialin wurde von Morin et al. beschrieben106. Wie
auch in der gezeigten Immunofluoreszenz zu sehen ist, ist die Mutante u¨berwiegend oberfla¨chenlokalisiert
(Abbildung 5.4 B). Die bessere Zuga¨nglichkeit des Proteins in der Zelle fu¨hrt zur besseren Aufnahme des
Substrats.
Miyajii et al. konnten zeigen, dass der Transport von Aspartat und Glutamat zum gro¨ßten Teil auf die
Membranpotentialdifferenz zuru¨ckzufu¨hren ist, da aber der Transport durch Nigericin reduziert werden
kann, la¨sst dies vermuten dass der Transport zumindestens teilweise pH-abha¨ngig verla¨uft83,91. Nigericin in
niedrigen Konzentrationen verringert den pH-Gradienten107. Da das Signal fu¨r NAAG im pH-abha¨ngigen
Zellversuch sehr schwach war, wurde im Weiteren untersucht, ob der Transport eventuell Membranpo-
tentialdifferenzabha¨ngig ist, oder das Potential dem pH-Gradienten entgegenwirkt. Durch Zugabe hoher
Kaliumkonzentrationen in den Reaktionspuffer kann das Membranpotential verringert (oder eventuell so-
gar umgekehrt) werden88. Es wurde der Transportversuch bei pH 5,5, pH 7 und pH 9 mit hohen und
niedrigen Konzentrationen an Kalium durchgefu¨hrt (vergleiche Abbildung 5.5). Die Auswertung zeigte,
dass der Transport am effektivsten bei pH 9 und hohen Kaliumkonzentrationen war. Da kein Transport
bei pH 5,5 stattfindet, besta¨tigt dies den vermuteten pH-abha¨ngigen Transport. Da der Transport am
effizientesten bei pH 9 und hohen Kaliumkonzentrationen war, ko¨nnte auch hier ein Transport vorliegen
der pH- und Membranpotentialabha¨ngig ist. Dass NAAG auch bei einem anna¨hernd neutralen pH-Wert
noch transportiert wird, ist konform mit dem Ergebnis, dass auch Sialinsa¨ure noch im Neutralen anteilhaft
transportiert wird, obwohl der Transport eigentlich pH-abha¨ngig ist (vergleiche Abbildung 5.10 C). Dies
wurde auch schon in fru¨heren Studien gezeigt103,106.
Fu¨r weitere Untersuchungen wurden zusa¨tzlich zu den wt Vesikeln, Vesikel aus Sialin defizienten Tie-
ren gewonnen. Diese Tiere haben ein nicht mehr funktionelles Sialingen. Verwendet wurden zur besseren
Vergleichbarkeit nur Tiere im Alter zwischen P16 und P18. In Transportversuchen mit angereicherten Mi-
krovesikeln aus wt und Sialin ko Ma¨usen konnte gezeigt werden, dass ein Transport von NAAG, NAAG2
und Aspartat nur bei wt Vesikeln stattfindet, der gemessene Transport in Sialin ko Vesikel befindet sich
auf dem Niveau der Kontrollen (Transport ohne ATP oder Zugabe an FCCP). Dies ist in Einklang mit
den Ergebnissen von Miyaji et al., die gezeigt haben, dass Aspartat durch Sialin in Vesikel transportiert
wird und dass Sialin in synaptischen Vesikeln zu finden ist83,91. Das Ergebnis widerspricht den Ergebnissen
von Morland et al.108, die gezeigt haben, dass die Aufnahme von Aspartat in den Vesikeln aus Sialin ko
Ma¨usen nicht signifikant reduziert ist. Die dort verwendete Pra¨paration der Vesikel unterscheidet sich etwas
von der hier angewendeten Pra¨paration und der Pra¨paration von Miyaji et al.. Morland et al. verwende-
ten ein Verfahren indem zuerst Synaptosomen isoliert werden und daraus anschließend die synaptischen
Vesikel. Morland et al. stellten desweiteren die Hypothese auf, dass Sialin nicht in synaptischen Vesikeln
vorhanden ist, da es in Proteom Analysen von synaptischen Vesikeln nicht zu finden ist108,109. Sowohl in
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der Proteom Analyse von Morland et al. als auch in anderen Proteom Studien zu synaptischen Vesikeln110
wurde eine Vortrennung der Proteine u¨ber 16-BAC/SDS-PAGE und 1D-SDS-Page durchgefu¨hrt. Da Sialin
die Eigenschaft hat im SDS-Gel zu aggregieren, sehr “verschmiert” u¨ber einen Bereich von u¨ber 100 kDa
zu laufen und teilweise im Sammelgel bleibt (vergleiche auch Western Blot aus Abbildung 5.9) ko¨nnte dies
dazu gefu¨hrt haben, dass es in Proteom Analysen nicht detektierbar war.
Die hier gezeigten Ergebnisse fu¨r Asparatat sind konform mit den Ergebnissen von Miyaji et al.. Der NAAG
und auch der NAAG2 Transport findet nicht statt in Vesikeln aus Sialin defizienten Ma¨usen und kann durch
Sialinsa¨ure gehemmt werden. Der Zellversuch zeigt außerdem, dass NAAG nur in Anwesenheit von Sialin
von Zellen aufgenommen werden kann. Diese Ergebnisse zeigen, dass Sialin der vesikula¨re Transporter fu¨r
NAAG und auch fu¨r NAAG2 ist.
Patienten mit verschiedenene Formen der SALLA Erkrankung (bedingt durch verschiedene Mutationen)
haben erho¨hte NAAG Konzentrationen im Liquor46. Die Konzentrationen varriieren dabei um das zwei-
bis zehnfache der Menge in Kontrollpatienten. Zur infantilen Form der Erkrankung wurden keine Untersu-
chungen in diese Richtung gemacht. Die Erho¨hung von NAAG im Liquor von Patienten konnte schon in
einigen Krankheiten mit starker Hypomyelinisierung gezeigt werden86. Aufgrund dieser Ergebnisse, wurde
hier untersucht, ob die Erho¨hung an NAAG auch in Sialin defizienten Ma¨usen vorkommt.
Die Messung von NAA und NAAG in der cerebronalen Flu¨ssigkeit von wt und Sialin defizienten Ma¨usen
zeigte keine Vera¨nderung (Abbildung 5.7 B). Allerdings liegt die Messung am Detektionsminimum der Pep-
tide und ist daher nicht exakt quantitativ. Im Gesamtgehirn kann eine Erniedrigung von NAAG um 40%
in Sialin ko Tieren gegenu¨ber den wt Tieren detektiert werden. Das Level an NAAG2 und NAA bleibt
dabei unvera¨ndert (Abbildung 5.7 B). Die entsprechenden Real-Time PCR Untersuchungen zeigen keine
Vera¨nderung in der Genexpression der NAAGS oder Nat8L, aber eine Erho¨hung des Levels an GCPII
(Abbildung 5.8). Die Erniedrigung an NAAG im Gehirn der Sialin ko Ma¨use kann verschiedene Ursachen
haben: Die Reduktion ko¨nnte an der gesteigerten Expression an GCPII liegen. Da die Tiere eine starke
Entwicklungsverzo¨gerung gegenu¨ber ihren wt Geschwistern zeigen, kann auch dies eine mo¨gliche Ursache
fu¨r die reduzierte Menge an NAAG sein. Die Tiere zeigen neben Wachstumsverzo¨gerung und einer star-
ken Hypomyelinisierung auch eine geringere Anzahl an Oligodendrozyten und eine versta¨rkte Apoptose111.
Ebenfalls wurde schon fu¨r die Canavan Krankheit beschrieben, dass erho¨hte NAAG Mengen im Liquor von
Patienten mit einer erho¨hten Freisetzung aus dem Gehirn einhergehen ko¨nnten44, auch dies ko¨nnte hier ein
Grund sein. Warum das NAAG Niveau im Liquor von Patienten erho¨ht ist, kann nur spekulativ beantwor-
tet werden. Es ko¨nnte sein, dass Sialin zusa¨tzlich als Transporter von NAAG außerhalb der synaptischen
Vesikel fungiert, da es in vielen Bereichen des zentralen Nervensystems gefunden wird. Sialin konnte in
Neuronen in vesikula¨ren Strukturen in den Zellko¨rpern und Neuriten gefunden werden84. Außerdem wurde
es im Neocortex und im Hippocampus in den ventrikula¨ren Progenitorzellen gefunden84. Da Sialin auch
in Epithelzellen nachgewiesen wurde112, ko¨nnte es der Transporter fu¨r NAAG in die Ventrikel des Gehirns
oder fu¨r die Liquor-Blut-Schranke sein. Dieses wu¨rde bei einer Sialindefizienz zu einer Akkumulation von
NAAG im Liqor fu¨hren, wie in den Patienten zu sehen.
Mit dem etablierten Zellversuch wurde die Aufnahme von NAAG untersucht, wenn im Sialingen Mutationen
vorliegen. Es wurden zwei Mutanten ausgesucht, die gut beschrieben sind. Die R39C Mutante entspricht
einer Mutation in Patienten mit der SALLA Erkrankung, die H183R Mutante entspicht einer Mutation
in Patienten mit der ISSD. Patienten mit ISSD zeigen den sta¨rkeren Pha¨notyp. Gezeigt wurde außerdem,
dass Sialinsa¨ure in der R39C Mutante noch anteilhaft transportiert werden kann, nicht aber in der H183R
Mutante103. Miyaji et al. konnten außerdem zeigen, dass der Transport von Glutamat und Asparat im Fall
der R39C Mutante nicht mehr stattfindet, aber noch bei der H183R Mutante113. Im Fall von NAAG sieht
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man weiterhin einen Transport in der R39C Mutante, aber nicht mehr fu¨r die H183R Mutante (Abbildung
5.10 A und B). Da das Signal sehr schwach war, wurde eine lange Inkubationszeit fu¨r die Aufnahme von
45 Minuten gewa¨hlt. Die Aufnahme liegt dadurch nicht mehr im linearen Bereich und es ist nur eine se-
miquantitative Aussage u¨ber die aufgenommene Menge an NAAG durch die R39C Mutante mo¨glich. Dies
zeigt auch die gemessen Aufnahme an Sialin, hier liegt die Aufnahme in der R39C Mutante bei 50 % des wt
(Abbildung 5.10 C). In der Literatur werden aber Werte um 10 %103, gemessen in Zellen nach 5 Minuten,
bis 35 %113 gemessen in rekonstituierten Proteoliposomen nach 1 Minute, angegeben. Da in der H183R
Mutante kein Transport von NAAG mehr stattfindet, kann vermutet werden, dass der starke Pha¨notyp der
Patienten nicht nur auf den fehlenden Transport und die Akkumulation von Sialinsa¨ure zuru¨ck zufu¨hren
ist, sondern auch auf einen fehlerhaften neuronalen Transport von NAAG.
Als weiteren Nachweis fu¨r den Transport von NAAG durch Sialin wurde nach den Vorgaben von Miyaji
et al.83 eine Rekonstitution von Sialin durchgefu¨hrt. Dieses wurde dafu¨r in Insektenzellen exprimiert und
aufgereinigt, genauso wie der Glutamat-Transporter VGlut2 als Kontrollprotein. Zusa¨tzlich wurde aus E.
coli die H+-ATPase gewonnen und aufgereinigt. Es wurden verschiedene Transportversuche durchgefu¨hrt.
Sowohl NAAG als auch Aspartat werden in die rekonstituierten Proteoliposomen aufgenommen wenn Sia-
lin und eine aktive H+-ATPase (durch Zugabe an ATP) vorhanden sind. Aus der konzentrationsabha¨ngige
Aufnahme von NAAG und Aspartat la¨sst sich durch dem Michaelis-Menten-Plot der KM -Wert und der
Vmax-Wert bestimmen (Abbildung 5.15). Fu¨r NAAG berechnet sich der KM -Wert zu 0,2 ± 0,1 mM und
der Vmax zu 2234 ± 52 nmol/mg Protein/min, fu¨r Asparatat zu 0,5 ± 0,2 mM und 2429 ± 247 nmol/mg
Protein/min. Von Miyaji et al. wurde der Km-Wert fu¨r Aspartat mit 0,62 mM bestimmt, dies liegt im
guten Einklang mit den hier erhaltenen Ergebnissen. NAAG und Aspartat zeigen a¨hnlich gute Substratei-
genschaften. In den Kontrollversuchen (Abschnitt 5.5.4.2) konnte gezeigt werden, dass Sialinsa¨ure in die
Sialin haltigen Proteoliposomen bei vorhandenen pH-Gradienten aufgenommen wird. Außerdem konnte die
ATP-abha¨ngige Aufnahme von Glutamat in die VGlut2 haltigen Proteoliposomen mit aktiver ATPase ge-
zeigt werden. NAAG wird dabei nicht von VGlut2 transportiert. Weitere Transportversuche zeigen, dass
auch NAAG, wie Aspartat, transportiert wird, wenn dem System statt ATP Valinomycin zugefu¨gt wird
(Abbildung 5.17 A). Valinomycin erzeugt ein Membranpotential (innen positiv) durch K+-Diffusion90. Sind
ATP und Valinomycin vorhanden wird der Transport reduziert, ist weder ATP noch Valinomycin vorhanden
kann nur noch der passive Transport gemessen werden91. Der ATP-abha¨ngige Transport von NAAG und
Aspartat kann durch Zugabe von FCCP und Sialinsa¨ure inhibiert werden (Abbildung 5.17 B). Valproat
wurde als potentieller Inhibitor untersucht, da gezeigt wurde, dass es die Menge an Aspartat in den Ner-
venendigungen reduziert92. Hier konnte keine signifikante Reduzierung des Transports von Aspartat oder
NAAG bei aktiver H+-ATPase gezeigt werden. Der NAAG Transport gemessen bei pH 7 und pH 9 zeigt
keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 5.17 C).
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass NAAG und NAAG2 in Mikrovesikel transportiert werden,
dass dieser Transport durch Sialinsa¨ure inhibiert wird und von Sialin abha¨ngt. Der Transport von NAAG
durch Sialin wurde außerdem in rekonstituierten Proteoliposomen und in einem neu entwickelten zellula¨-
ren Transportversuch gezeigt. Hier konnte auch gezeigt werden, dass der NAAG Transport bestimmt wird
durch das Memranpotential und zum Teil durch den pH-Gradienten. Im Zellversuch konnte gezeigt wer-
den, dass NAAG nicht mehr transportiert wird, wenn eine Mutation des Sialingens (H183R) vorliegt, die
der ISSD Erkrankung zugrunde liegt. Dies sollte aber zum Beispiel durch weitere Rekonstitutionsversuche
noch genauer untersucht werden. Interessant wa¨re außerdem die Untersuchung, ob eine direkte Interaktion
zwischen NAAG-Synthese und Transport besteht, das heißt, ob es zwischen Sialin und den NAAGS eine In-
teraktion gibt. Die Kopplung von Synthese und Transport von Neurotransmittern konnte fu¨r Dopamin114,




NAAG ist eines der ho¨chst konzentrierten Neuropeptide im Nervensystem von Sa¨ugetieren. Die Konzen-
trationen von NAAG im zentralen und peripheren Nervensystem liegen im millimolaren Bereich. Es wird
durch spezifische Synthetasen, die NAAGS-I und die NAAGS-II synthetisiert19–21. In dieser Arbeit wurden
Teile des postulierten trizellula¨ren Metabolismus weiter aufgekla¨rt. Es wurde die Funktion der NAAGS-II
genauer aufgekla¨rt und es wurde der Transport von NAAG in Synapsen a¨hnliche Mikrovesikel untersucht
und der Transporter identifiziert.
Die Untersuchung der NAAGS-II ergab, dass sie neben NAAG als Hauptprodukt noch ein weiteres Peptid,
das Tripeptid NAAG2 synthetisiert. Dieses wird vermutlich durch eine Kondensationreaktion aus Glutamat
und NAAG gebildet. Mit ESI-MS Messungen konnte gezeigt werden, dass NAAG2 im murinen zentralen und
peripheren Nervensystem vorkommt, aber in einer zehn- bis zwanzig-fach niedrigeren Menge als NAAG. Es
konnte gezeigt werden, dass NAAG2 wie NAAG durch die Glutamatcarboxypeptidase GCPII hydrolysiert
wird und durch Pept2 transportiert werden kann. Ob auch NAAG2 an den metabotropen Glutamatrezeptor
als Agonist bindet, muss noch gekla¨rt werden.
Die Detektion und Quantifizierung von NAA, NAAG und NAAG2 im murinen Gewebe konnte durch ei-
Abbildung 7.1: Trizellula¨rer Metabolismus von NAAG. Der teilweise gekla¨rte Metabolismus zeigt ein
zusa¨tzliches neues Produkt der NAAGS-II, das Tripeptid NAAG2. Dieses kann ebenfalls von GCPII hydrolysiert
und von Pept2 transportiert werden. Außerdem konnte gezeigt werden, dass NAAG und auch NAAG2 durch
Sialin in Vesikel transportiert wird.
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ne neu entwickelte Tandem-LC/MS-Methode mit der Benutzung von internen [13C]-markierten Standards
etabliert werden. In NAAGS-II defizienten Tieren konnte kein NAAG2 mehr detektiert werden, im hetero-
zygoten adulten Tier liegt die Menge an NAAG2 nur noch bei 50%. NAAG ist in den adulten NAAGS-II
ko Tieren um 70%, in den heterozygoten Tieren um 40% gegenu¨ber den Mengen in wt Tieren verringert. In
altersabha¨ngigen Studien von NAAGS-II ko und wt Tieren konnte gezeigt werden, dass es Unterschiede in
der Expression der beiden Synthetasen gibt. Die NAAGS-I scheint eine gro¨ßere Rolle im embryonalen und
fru¨hen postnatalen Alter zu spielen, wa¨hrend die Expression der NAAGS-II erst mit steigendem Alter zu-
nimmt. Diese Altersabha¨ngigkeit konnte auch schon fu¨r das Hauptprodukt der NAAGS-I, dem BCG gezeigt
werden21,39. Unterschiede konnten auch in den NAAG und NAAG2 Mengen gefunden werden: Wa¨hrend
NAAG2 bei einem Tag alten Tieren noch nicht detektierbar war, war die Menge von NAAG stark hochregu-
liert und es konnten keine Unterschiede zwischen wt und NAAGS-II ko Tieren gefunden werden. Dies la¨sst
darauf schließen, dass in diesem Alter NAAG nur von NAAGS-I gebildet wird. Ab dem Alter von 10 Tagen
ist NAAG2 detektierbar, und es gibt signifikante Unterschiede zwischen den NAAGS-II ko und wt Tieren.
In 15 Tage alten Tieren nimmt die NAAG Menge, aber noch nicht die NAAG2 Menge wieder ab, vermutlich
weil die Expression der NAAGS-I zuru¨ck geht. Ab dem Alter von 21 Tagen nehmen sowohl NAAG als auch
NAAG2 weiter ab, die Unterschiede zwischen wt und NAAGS-II ko Tieren, bezogen auf die Peptidmengen
werden gro¨ßer. Ab diesem Alter scheint NAAG u¨berwiegend von der NAAGS-II synthetisiert zu werden.
In Untersuchungen von Prima¨rkulturen konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von GCPII und GCPIII
auch in reinen Neuronenkulturen einen positiven Effekt hat, vermutlich weil GCPII auch von Neuronen ex-
primiert wird oder die Inhibition von GCPIII sta¨rkere neuroprotektive Eigenschaften hat als beschrieben.
Außerdem wurde untersucht ob die NAAGS-II Defizienz einen Einfluss auf die neuroprotektiven Eigen-
schaften hat. Es wurde gezeigt, dass die NAAGS-II ko Neuronen sta¨rker auf die neurotoxischen Substanzen
reagieren als die wt Neuronen und das der Effekt der Inhibition von GCPII durch 2-PMPA wesentlich
geringer ist als in wt Kulturen. Es wurde außerdem weniger NAAG in den NAAGS-II ko Neuronen und im
U¨berstand der Zellen im Vergleich mit wt gefunden, was eine mo¨gliche Ursache sein ko¨nnte. Im Mausmodell
der Canavan Krankheit, der ein Defekt der Aspartoacylase zugrunde liegt44, konnte gezeigt werden, dass es
neben der Akkumulation von NAA auch eine Erho¨hung von NAAG und NAAG2 gibt, dies aber nicht auf
eine erho¨hte Expression der NAAGS-II zuru¨ckzufu¨hren ist, sondern wahrscheinlich auf einem sekunda¨ren
Effekt durch den verhinderten Abbau von NAA beruht.
Im zweiten Teil wurde der Transport von NAAG in synaptische Vesikel untersucht. Hierfu¨r wurden Mi-
krovesikel aus Ma¨usen isoliert. Die isolierten Vesikel wurden fu¨r Transportversuche verwendet. Es konnte
gezeigt werden, dass NAAG wie auch Aspartat ATP-abha¨ngig aufgenommen werden. Dieser Transport kann
durch Zugabe eines Entkopplers (GramD, FCCP) gehemmt werden. Außerdem wird die Aufnahme durch
Zugabe von Glutamat und Sialinsa¨ure inhibiert. Es wurden außerdem Vesikel isoliert, die aus Gehirnen von
Sialin defizienten Ma¨usen gewonnen wurden. In diese Vesikel konnte keine ATP-abha¨ngige Aufnahme von
NAAG, NAAG2 oder Aspartat detektiert werden, Es wurde zusa¨tzlich ein Zellversuch etabliert, in dem
der Transport von NAAG durch Sialin du¨nnschichtchromatographisch nachgewiesen werden konnte. Durch
diese Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass der Transport von NAAG vermutlich vom pH-Gradient und
Membranpotential abha¨ngig ist. Zusa¨tzlich konnte fu¨r zwei Patientenmutationen gezeigt werden, welche die
SALLA Erkrankung bzw. die ISSD verursachen, dass kein Transport mehr stattfindet, wenn die Mutation
der ISSD vorliegt (H183R).
Zur Besta¨tigung, dass Sialin ein NAAG-Transporter ist wurde der Transport auch in rekonstituierten Pro-
teoliposomen durchgefu¨hrt. Hierfu¨r wurde die H+-ATPase aus E. coli und Sialin und VGlut2 aus Insek-
tenzellen gewonnen und aufgereinigt und in Liposomen rekonstituiert. Sowohl NAAG als auch Aspartat
werden nur bei aktiver H+-ATPase oder durch Gabe von Valinomycin in Sialin haltige Liposomen trans-
portiert. Die Aufnahme von NAAG findet nicht durch den VGlut2 Transporter statt. Der Transport von
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NAAG und Aspartat kann durch Gabe von FCCP und Sialinsa¨ure reduziert werden. Diese Ergebnisse zei-
gen, dass Sialin der neuronale Vesikel-Transporter fu¨r NAAG ist. Welche Rolle NAAG in den verschiedenen
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Anhang A
Plasmidkarten der neu generierten
Konstrukte
Abbildung A.1: Plasmidkarte von pProtA-GCPIII. Die Gen-Sequenz fu¨r GCPIII wurde aus Maus
cDNA mit entsprechenden Primern amplifiziert und in einen pProtA-Vektor kloniert.
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Abbildung A.2: Plasmidkarte von pEGFP-Pept2. Die cDNA des Transporters wurde in zwei Teil-PCRs
kloniert. Nach Isolation der einzelnen Fragmente, wurden diese in einer neuen PCR mit den a¨ußeren Primern
zu einem Fragment fusioniert. Die vollsta¨ndige Pept2 cDNA wurde zuerst in einen pBlueskript Vektor kloniert
und anschließend in den pEGFP-C3 Vektor umkloniert.
Abbildung A.3: Plasmidkarte von pEGFP-SLC human. Die cDNA von SLC17A-human (Klon IRAT
p970 H0614D) wurde ka¨uflich erworben (Source BioScience, Nottingham, UK) und in einen pEGFP-C3 Vektor
kloniert. Es wurden zusa¨tzlich folgende Mutationen eingefu¨gt: L22/23A, Mutation im lysosomalen Ru¨ckhalte-
signal, R39C Mutation fu¨r die SALLA Erkrankung, H183R Mutation fu¨r die ISSD.
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Abbildung A.4: Plasmidkarte von pEGFP-SLC murin. Die Gen-Sequenz fu¨r SLC17A wurde aus Maus
cDNA mit entsprechenden Primern amplifiziert und in einen pEGFP-C3 Vektor kloniert. Es wurden zusa¨tzlich
die L22/23A Mutation im lysosomalen Ru¨ckhaltesignal eingefu¨gt.
Abbildung A.5: Plasmidkarte von pUltraBac-Sialin human. Die cDNA von Sialin wurde mit einem
N-terminalen His-Tag in einen pUltraBac Vektor kloniert.
Abbildung A.6: Plasmidkarte von pUltraBac-VGlut2 murin.Die VGlut2 cDNA wurde mit einem





Abbildung B.1: ESI-MS Spektrum von NAAG2 Standard. Es wurde der NAAG2 Standard gemessen
und dabei die entsprechende Masse m/z = 432 fragmentiert.
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